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International application Na 
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International filing date (day/month/year) 
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Priority date (day/month/year) 
09 March 1999 (09.03.99) 


Applicant 

GLOCKNER, Herma et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

I X I in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 
29 September 2000 (29.09.00) 

I I in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election [ X| was 
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The International Bureau of WlPO 
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34, chemin des Colombettes 
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INTERNATIONAL CH REPORT 


Intemational Apjito^ion No. 








PCT/EP 00/0181^^ 




A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 






IPK7C12Q1/02 C12M3/06 BO IJ 19/00 






According to International Patent Classification (IPC) or to both National Classification and IPC 




B. FIELDS SEARCHED 


Minimum Documentation Searched (classification system followed by classification symbols) 
IPK7C12QC12M BOIJ 


Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 


Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used) 
EPO-INTERNAL, WPI DATA, PAJ. BIOSIS 


C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category" 


Citation of Document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to Claim No. 


P,X 


DE 198 10 901 C (Ascalon Gesellscchaft Fuer Innovation) 

June 17 1999 (06-17-1999) 

Abstract 

Column 3, Line 15 - Line 48 
Figures 1-3 




1-15 


P. X 


WO 99 28438 A (Assistance Publique-Hopitaux De Paris; Luc Douay (FR); 

Bertin & Cie (FR) 

June 10, 1999 (06-10-1999) 

Abstract 

Figure 2 

Page 4, Line 32 - Line 35 
Page 13, Line 23 - Line 27 


1-15 


X 


US 4,937,196 A (Wolfgang J. Wrasidlo et al.) 

June 26, 1990 (06-26-1990) 

Abstract 

Column 8, Line 45 — Column 9, Line 41 




1-15 


□ Further documents are listed in the continuation of Box C. ^ See patent family annex. 


"Special categories of cited documents: 

"A" document defining the general state of the art which is not considered to be of 

particular relevance 
"E'* earlier document but published on or after the international filing date 
"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or which is cited to 

establish the publication date of another citation or other special reason (as 

specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other means 
"P" document published prior to the international filing date but later than the 
priority date claimed 


"T" later document published after the intemational filing date or 

priority date and not in conflict with the application but cited to 
understand the principle or theory underlying the invention. 

"X** document of particular relevance; the claimed invention cannot 
be considered novel or cannot be considered to involve an 
inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot 
be considered to involve an inventive step when the document 
is combined with one or more other such documents, such 
combination being obvious to a person skilled in the art. 

"&" document member of the same patent family 


Date of the Actual Completion of the Intemational Search 
July 7, 2000 


Date of Mailing of the Intemational Search Report 
July 14, 2000 


Name and mailing address of ISA/ 
Europaisches Patentafnt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 


Authorized officer 
B. Routledge 




Facsimile No. (+3 1 -70)340-30 1 6 


Telephone No. (+31-70)340-2040 





Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information Relative to Members of Patent Families 



International ApPHtion No. 

PCT/EP 00/01819 



International Applicat 



Patent Document Cited 
in Search Report 



Publication Date 



Member(s) of 
Patent Family 



Publication Date 



DE 19810901 C 
WO 9928438 A 
US 4,937,196 A 



06-17-1999 
06-10-1999 
06-26-1990 



NONE 
FR 2771421 A 
NONE 



05-28-1999 
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VERTRAG UBE 





INTERNATIONALE ZUSAl^^tOlENARBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 




Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
AGW 2503 WO 


siehe Mttteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen PrOfungsberichts (Formblatt PCT/lPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/02011 


Internationales Anmeldedatunn(Tap/3Mona(/Ja/7r; 
08/03/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
09/03/1999 



Internationale Patentklassifikation (iPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12Q1/02 



Anmelder 

ACORDIS INDUSTRIAL FIBERS GMBH et al. 



1 . Dieser internationale vortaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermlttelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt Insgesamt 10 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 



S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen. Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Venwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 8 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I Kl Grundlage des Berichts 

II S Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuhelt, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde EInheitlichkeit der Erfindung 

V S Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit. der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI S Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeidung 

VIII S Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeidung 



Datum der Einreichung des Antrags 
29/09/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
08.06.2001 


Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 
/njj D-80298 Miinchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter ^^^^SSS^^gv 
Thumb, W (( ^ )) 

Tel. Nr. +49 89 2399 7350 ^^..^wo^ 
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Internationales Aktenzeichen PCT/EPOO/0201 1 



I. Grundlag d s B richts 

1 . HInsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt aufeine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, geften im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" and sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 und 70. 1 7)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-21 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 -45 mit Telefax vom 31/05/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/4-4/4 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden In dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde In der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabel handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der Internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
Ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. HInsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequ nz ist die 
Internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefiihrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bel der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nIcht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeltpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die In computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftllchen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspriiche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatten die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesen) Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



II. Prioritat 

1 . □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Prioritat erstellt worden, da folgende 

angeforderte Unterlagen nicht innerhalb der vorgeschriebenen Frist eingereicht wurden: 

□ Abschrift der f ruheren Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden ist. 

□ LIbersetzung der f ruheren Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden ist. 

2. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Prioritat erstellt worden, da sich der 

Prioritatsanspruch als ungultig herausgestellt hat. 

Fur die Zwecke dieses Berlchts gilt daher das obengenannte Internationale Annneldedatum als das 
maBgebliche Datum. 

3. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuhelt, der erfinderischen Tatigkelt und d r 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit(N) Ja: Anspruche 1-45 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 3 

Nein: Anspruche 1,2,4-45 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-45 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Fonnbtatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 
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VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1. Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
und / Oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt II 
Prioritat 

Die inri Recherchenbericht zitierten Dokumente DE-C-198 10 901 und WO-A-99/28438 
sind nicht als Stand der Technik nach Artikel 6 PCT zu berucksichtigen, da der 
beanspruchte Prioritatstag den relevanten Teilen der vorliegenden Anmeldung 
zuerkannt werden kann. 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderlschen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Die mit dem Schreiben vom 8.2.2001 eingereichten Anspruche 1-45 bringen keine 
Sachverhalte ein, die uber den Offenbarungsgehalt der intemationalen 
Annneldung im Anmeldezeitpunkt hinausgehen und erfullen daher die 
Erfordernisse von Artikel 34(2)(b) PCT. 

2. Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: US-A-4 937 196 
D3: EP-A-0 180 165 
D4: US-A-4 661 458 



Anspruche 1-45 sind neu im Sinne von Artikel 33(2) PCT, da eine Verfahren zum 
in vitro Testen von Wirkstoffen an Zellen, welches das Zudosieren von 
mindestens einem Wirkstoff in den Zellkulturraum gemaB einem 
vorgeschriebenen Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlaufes erfolgt beinhaltet, sowie 
eine Vorrichtung zum Durchfiihren besagter Methode mit den in Anspruch 25 
definierten Merkmalen im Stand der Technik nicht beschrieben sind. 



3. 



Neuheit 



Fomnblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 
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4. Erfinderische Tatigkeit 

Dokument D1 beschreibt einen Bioreaktor, der eine Zone beinhaltet, die aus 
Schichten aus porosen Membranen aufgebaut ist, und welche die zu 
kultivierenden Zellen enthalt. Eine hydrophile Membran ist fur den Zu- und 
Abtransport von Nahrstoffen geeignet, eine zweite ist permeabel fur Gase, zunn 
Beispiel Sauerstoff oder Kohlendioxid (Spalte 8, Zeilen 45-64). In einer speziellen 
Ausfiihrung enthalt der Bioreaktor Hohlfasern aus Teflon, welche die 
Sauerstoffdiffusion verbessern. Der Zellkulturraum kann so konstruiert sein, daB 
sich jede Zelle in eine Distanz von 100 - 200 \xM zu der Sauerstoff- 
transportierenden Membran befindet (Spalte 9, Zeilen 13-41). Die Membranen 
konnen in Schichten angeordnet werden (z.B. Abbildung 6). 
Die Zeilen werden in einer Dichte von 10^ Zellen/ml eingesetzt. 
Die Zufuhr von Nahrstoffen wird durch ein Pumpsystem kontrolliert (Spalte 10, 
Zeilen 19-21). Die Temperatur des Nahrmediums wird durch einen Thermostaten 
eingestellt (Spalte 12, Zeilen 3-11). Die Zufuhr von Nahrstoffen, welche unter 
anderem auch Wachstumsfaktoren und Hormone enthalten konnen (Spalte 15, 
Zeilen 19-21) kann kontinuierlich oder schrittweise erfolgen, und die optimalen 
Bedingungen konnen individuell eingestellt werden (Spalte 15, Zeile 57 - Spalte 
16, Zeile 1). 

Der Bioreaktor kann fur die Kultivierung von Hybridomzellen und anderer Zeilen 
eingesetzt werden (Spalte 4, Zeilen 11-16). Mehrer solcher Reaktoren konnen 
parallel laufen (Spalte 13, Zeilen 55-58). 

4.2 Der Gegenstand von Anspruch 1 unterscheidet sich von dem in D1 offenbarten 

dadurch, daB die Auswirkungen eines Wirkstoffes auf die in dem i 
Zellkulturbehalter vorliegenden Zeilen beobachtet wird. 

Das Anspruch 1 zugrunde liegende Problem kann daher darin gesehen werden, 
eine Methode zur Evaluierung des Einflusses weitere Faktor auf das 
Zellwachstum als die in D1 beschriebenen zur Verfugung zu stellen. 
Die Untersuchung der Auswirkung von Substanzen auf das Wachstum von Zellen 
ist jedoch eine Standardmethode im Stand der Technik und dem Fachmann 
bekannt, wie auch vom Anmelder in der Beschreibung dargelegt (siehe Seite 2, 
letzter Absatz). Ebenso ist dem Fachmann bekannt. daf3 Zellen auf mehrere Arten 
gezuchtet werden konnen, z.B. auf einer Kulturplatte oder in einer Kulturlosung, 
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wobei das Wachstum von der Zugabe von Nahr- oder Wachstumsfaktoren 
abhangt. 

In Dokument D1 wird die gesteuerte Zugabe von Wachstumsfaktoren erwahnt 
(siehe Punkt 4.1 oben). Es ist dannit implizit, daB das in D1 beschriebene Systenn 
geeignet ist, den EinfluB der Zugabe von Substanzen auf das Wachstunn der 
Zellen zu untersuchen. 

Es ware daher fur den Fachmann naheliegend, die Methode von Anspruch 1 zu 
verwenden, unn die Auswirkungen von Wirkstoffen auf das Zellwachstum zu 
erkunden. 

In denn Antwortschreiben, datiert 8.2.2001, Seite 4, argumentiert der Anmelder, 
daB sich in D1 kein Hinweis darauf findet, daB Zellen gezielt durch die Zugabe 
von Substanzen getotet werden. Dieser Aspekt der Methode der gegenwartigen 
Anmeldung spiegelt sich jedoch nicht inn Wortlaut von Anspruch 1 wieder, der sich 
lediglich auf das Testen von Wirkstoffen (d.h. sowohl positive als auch negative 
Modulatoren) auf Zellen bezieht und aus der Fornnulierung "Uberwachen der 
Zellvitalitat" nicht hervorgeht, daB das Absterben von Zellen detektiert werden 
soil. 

Der Gegenstand von Anspruch 1 kann daher nicht als erfinderisch im Sinne von 
Artikel 33(3) angesehen werden. 

4.3 Die abhangigen Anspruche 2 und 4-24 enthalten keine Merkmale, die in Kombina- 
tion mit den Merkmalen irgendeines Anspruchs, auf den sie sich beziehen, die 
Erfordernisse des PCT in bezug auf erfinderische Tatigkeit erfullen. Die Grunde 
dafur sind die folgenden: 

Der Gegenstand der Anspruche 2, 4, 7-9, 11, 12, und 17-20 ist bereits in t 
Dokument D1 offenbart (siehe Punkt 4.1 oben). 

Die Reduktion der Zellkulturkammern auf kleine Volumina (Anspruche 5, 6), das 
Abfuhren gasformiger Stoffwechselprodukte (Anspruch 16), sowie die 
Uberwachung des Systems mittels eines Sensors (Anspruch 23) ist aus 
Dokument D4 bekannt (Spalte 6, Zeile 66 - Spalte 7, Zeile 4; Spalte 7, Zeile 62 - 
Spalte 8, Zeile 8; Spalte 9, Zeilen 50-54). 

Die Auswahl eines im Stand der Technik bekannten Nahrmediums (Anspruche 10 
und 13), ebenso wie die Auswahl von geeigneten Kulturbedingungen (Anspruche 
14 und 15) erfordert keine erfinderische Tatigkeit. 
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Die Verwendung eines Zellvitalitatsfarbstoffes, sowie dessen Detektion 
(Anspruche 21 , 22, und 24) ist ebenfalls eine im Stand der Technik bekannte 
Methode. 

Anspruche 2 und 4-24 konne daher nicht als erfinderisch im Sinne von Artikel 
33(3) PCT angesehen werden. 

4.4 Der Gegenstand von Anspruch 3 unterscheidet sich von der Lehre von Dokument 
D1 dadurch, daB als Zellkultur Tumorzelllinien eingesetzt werden. 

Das diesem Anspruch zugrundeliegende Problem kann daher darin gesehen 
werden, eine Methode zur Verfugung zu stellen, bei der der EinfluB von 
Wirkstoffen auf spezifische, mit einer Krankheit assoziierte Zelllinien untersucht 
wird. 

Die Kultivierung von Tumorzellen in einer Methode gemaB Anspruch 3 sowie die 
Untersuchung der Wirkung von Substanzen auf die Zellvitalitat wird in dem der 
Priifungsbehorde bekannten Dokumenten des Standes der Technik weder 
offenbart noch nahegelegt. Die dadurch erzielten Vorteile bei der Beurteilung des 
Einflusses von Wirksubstanzen auf besagte Zellen, wie vom Anmelder in der 
Beschreibung, Seiten 3 und 4, dargelegt, waren daher fiir den Fachmann 
ebenfalls nicht offensichtlich. 

Anspruch 3 erfullt damit die Erfordernisse von Artikel 33(3) PCT. 

4.5 Anspruch 25 unterscheidet sich von dem in Dokument D1 offenbarten Stand der 
Technik dadurch, daB das Volumen des Zellkulturraumes hochstens 5 ml betragt 
und daB die Mischung des Nahrmediums aus mehr als einem Behalter erfolgt. 
Das diesem Anspruch zugrundeliegende Problem kann daher darin gesehen 

werden, eine Zellkultun/orrichtung mit einem unterschiedlichen Aufbau verglichen i 
mit der in D1 offenbarten zur Verfugung zu stellen. 

Vorrichtungen, die Zellkultur in kleinen Volumina ermoglichen, sind jedoch im 
Stand der Technik bekannt (siehe Punkt 4.3 und Dokument D3, Seite 13, Zeilen 
11-15). Welters handelt es sich bei dem Merkmal der Mischung eines 
Nahrmediums aus separaten Behaltern, wie bei Fermentiergeraten seit langem 
praktiziert, nur um eine von mehreren naheliegenden Moglichkeiten, aus denen 
der Fachmann ohne erfinderisches Zutun den Umstanden entsprechend 
auswahlen wurde, um die gestellte Aufgabe zu losen. 

Dazu ist auch anzumerken, daB unter einer "Vorrichtung zum in vitro Testen von 
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Zellen" lediglich eine Vorrichtung zu verstehen ist, die sich zur Durchfuhrung 
dieser Tests eignet, und besagte Vorrichtung nicht durch die Methode 
charakterisiert ist, die damit durchgefiihrt wird (siehe auch PCT Richtlinien, C-lll, 
4.8). 

Daher kann der Gegenstand von Anspruch 25 nicht als erfinderisch im Sinne von 
Artikel 33(3) PCT angesehen werden. 

4.6 Die abhangigen Anspruche 26-41 , die sich auf spezielle Ausfuhrungsformen der 
Vorrichtung von Anspruch 25 beziehen, konnen im Licht der Offenbarungen von 
Dokunnenten D1 und D4, und denn allgemeinen Stand derTechnik (siehe Punkte 
4.1 und 4.3) ebenfalls nicht als erfinderisch im Sinne von Artikel 33(3) PCT 
angesehen werden. 

4.7 Anspruche 42 und 43, die sich auf einen modularen Aufbau der Vorrichtung von 
Anspruch 25 beziehen, sind nicht erfinderisch im Sinne von Artikel 33(3) PCT, da 
modulare Zellkultureinheiten bereits in Dokument D4 offenbart sind (siehe 
Abbildungen 7 und 9). 

4.8 Anspruche 44 und 45 scheinen ebenfalls nicht erfinderisch zu sein (Artikel 33(3) 
PCT), da die Uberprufung des Einflusses von Substanzen auf Zellen ein im Stand 
der Technik bekanntes Standardproblem ist.. 



Zu Punkt VI 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 



Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 



Anmelde Nr. 
Patent Nr. 



W099/28438 



Veroffentlichungsdatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

10.06.1999 



Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

26.11.1998 



Prioritatsdatum 
(zu Recht beansprucht) 
(T ag/Monat/Jahr) 

27.11.1997 



Das oben zitierte Dokument konnte relevanter Stand der Technik fur die Frage der 
Neuheit werden, falls die gegenwartige Anmeldung in die Regionalphase eintritt. Die 
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Grunde dafur sind die folgenden: 

Das Dokument W099/28438 beschreibt eine Vorrichtung zur Kultivierung von 
hematopoietischen Zellen und deren Verwendung. Besagte Vorrichtung besteht aus 
einer Zellkulturkammer, deren obere und untere Wand aus einem Mikrosieb besteht, 
welches das Zu- und Abfiihren von Nahrmedium ermoglicht. Das Nahrmedium kann 
wiederverwendet werden (Seite 7, Zeilen 3-4). Welters beinhaltete besagte Vorrichtung 
Kapillaren, die permeabel fur gasformige Stoffe sind, die damit in die Kulturkammer 
eingebracht werden konnen (Seite 5, Zeilen 4-6). Verschiedene Stoffe konnen dem 
Kulturmedium zugefuhrt werden, deren Mengen variiert werden konnen, z. B. 
Wachstumsfaktoren (Seite 9, Zeile 17 - Seite 10, Zeile 2; Seite 8, Zeilen 14-16). 
Ein solcher Bioreaktor kann ein Volunnen von 1 cm^ bis 10 I haben (Seite 11, Zeilen 6- 
7). Als Beispiel wird eine Kamnner mit 3.6 ml Voiumen genannt, in die Zeilen mit einer 
Dichte von 10® Zellen/nnI eingebracht werden. (Seite 13, Zeile 23-25). 
Zellwachstum kann mittels eines optischen Sensors uberpruft werden (Seite 7, Zeilen 
9-10). Die Tenaperatur wird ubereinen Thermostaten reguliert, z.B. auf 37''C (Seite 8, 
Zeile 35). Weiters kann der pH Wert, der Sauerstoffgehalt, CO2 Gehalt kontrolliert 
werden (Seite 8, Zeilen 29-34). 

Auch hier ist anzumerken, daB unter einer "Vorrichtung zum in vitro Testen von Zellen" 
lediglich eine Vorrichtung zu verstehen ist, die sich zur Durchfuhrung dieser Tests 
eignet, und besagte Vorrichtung nicht durch die Methode charakterisiert ist, die damit 
durchgefiihrt wird (siehe auch PCT Richtlinien, C-lll, 4.8). 

Dokument W099/28438 ware deshalb neuheitsschadlich fur die Gegenstand der 
Anspruche 25-33, 37-40, und 44. 

1 

Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Bei dem in dem Anspruch 22 verwendeten Begriff "alamar Blue", handelt es sich um 
ein eingetragenes Warenzeichen, das keine klar umrissene Bedeutung hat, da es 
international nicht als Standardausdruck anerkannt ist (Artikel 6 PCT, siehe auch PCT 
Richtlinien, lll-4.5b). Daruberhinaus ist nicht auszuschlieBen, da3 das Erzeugnis, auf 
das venA/iesen wird, wahrend der Laufzeit des Patents geandert wird, seinen Namen 
aber beibehalt. 
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Aniage zur Eingabe vom 08.02.2001 



Patentansprtieho: 

Verwendung eines 

1. Verfahrens zum -i n v i tro Tost e n von Wirkctoffon on Zo ll on -umfassend mindesterts 
dieSchritte 

a) zur VerfOgunig stelien eines Zellkulturbehaiters mit einem Innenraum und 
einer Innenwand und mit einem im Innenraum angeordneten ersten und 
zweiten Membransyatem, wobel zwischen den Membransystiamen und der 
Innenwand des Innenraums ein ZeUkulturraum au&gebildet ist, 

' b) Vortegen von Zellen als.Zelll<ultur und eines Zellkultumiediums im Zellkui- 
turraum. 

c) ZufUhren eines fitissigen Nahmnediums in den Zellkulturraum und AbfQhren 
von Stoffwechselprodukten aus dem Zellkultun:aum mittels des ersten 

. Membransystems, 

d) ZufOhren mrndestens eines gasf5rmlgen Mediums in den Zellkulturraum 
mittels des zweiten Membransystems, 

e) Zudosieren von mindestens einem Wirkstoff in den Zellkulturraum, wobei 
das Zudosieren gemaa einem vorgegebenen Wirkstoffkonzentrations-Zeit- 
Verlauf rfolgtund 

f) Oberwachen der Zellvitalitat 



zum in vitro Testen v n Wirkstoffen an Zellen. 
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2. Verwendung nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dass als Wirkstoffe Cyto- 

statika, Antibiotika, Cytokine. Wachstumsfaktoren oder antivirale Agentien ein- 
gesetzt werden. 

3. Verwendung nach einem oder mehreren der AnsprDche 1 oder 2. dadurch ge< 

kennzeichnet, dass als Zellkultur Primdrzeilen eingesetzt werden. 

4. Verwendung nach einem oder mehreren der AnsprUche 1 oder 2, dadurch ge- 

kennzeichnet, dass als Zellkultur Tumorzelllinien eingesetzt werden. 

5. Venfvendung nach einem oder mehreren der AnsprU'che 1 bis 4 . dadurch gekenn- 

zeichnet. dass der Zellkulturraum ein Volumen von mindestens 0,1 mi und 
hdchstens 5 ml hat 

6. Venwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet. dass der Zellkulturraum 

ein Volumen von mindestens 0.3 ml und hOchstens 3,0 ml hat. 

7. Ven^vendung nach einem Oder mehreren der AnsprQche 1 bis 6, dadurch gekenn- 

zeichnet. dass als erstes Membransystem mindestens eine semipermeable 

Membran Oder mindestens eine hydrophile mikropordse Membran und als 

zweites Membransystem mindestens eine Gastransfermembran eingesetzt ^ 



8. Venvendung nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 7, dadurch gekenn- 

zeichnet, dass das erste und zweite Membransystem aus Hohlfasem besteht, 
die in mehreren Lagen schichtformig Qbereinander angeordnet sind. 

9. Venvendung nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis B, dadurch gek nn- 

zeichnet. dass ein ZellkulturbehSlter venA^endet wird, der einen abnehmbaren 
Deckel aulweist und das Voriegen der Zellkultur durch Einstelien derge- 
wOnschten Zelldichte im Zellkultunmedium. Offnen des Deck Is des Zellkuilur- 
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behaiters, Einpipettieren des gewOnschten Volumens der Zellsuspension In den 
Innenraum des Zeilkulturbehditers und Verschliefien des Zellkulturbehdlters mit 
dem Deckel geschieht. 

lOvenwendungnach elnem odfer mehreren der AnspriSche 1 bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet. dass als Zellkulturmedium RPM1 1640 venvendet wird. 

H.Venvendungnach einem Oder mehreren der AnsprQche 1 bis 10. dadurch ge- 
kennzeichnet. dass mindestens 1*10^ Zellen pro ml Zellkulturraum vorgelegt 
werden. 

12. Verwendungnach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 11. dadurch ge- 

kennzelchnet. dass jede Zelle einen mitUeren Abstand von 0 pm bis 600 ym zur 
jeweils n^chstgeiegenen Membran des ersten und zweiten Membransystems 
aufweist 

13. Venwendungnach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 12. dadurch ge- 

kennzelchnet. dass als flQssiges Nahnmedium RPM1 1640 eingesetzt wird. 

U.Venwendungnach einem oder mehreren der Ansprtlche 1 bis 13, dadurch ge- 
kennzeichnet. dass das gasfOrmlge l\Aedium einen pOa von 0 bis 160 mmHg 
und einen pCOi von 0 bis 115 mmHg aufyveist. 

IS.Ven/i/endungnach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 14. dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Zellkulturmedium einen BicarbonatpufTer enthdit und 
der pC02 im zugefUhrten ga$f6rmigen Medium so eingestellt wird, dass der plH- 
Wert des Zellkulturmediums zwischen 6,8 und 7.8 liegt 



leVerwendungnach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass gasformig Stoffwechselprodukte mittels des zweiten Mem- 
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bransystems aus dem Zellkulturraum entfemt werden. 

17.Verwendungnach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 16. dadurch ge- 
kennzeichnet, dass einzelne Wirkstoffe und/oder Kombinatronen mehrerer 
WirkstoffiB zeitver^etzt zudosiert werden. 

ISVerwendungnach einem Oder mehreren der AnsprOche 1 bis 17. dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Wiikstoffdosiemng direkt Oder Qber das erste Membran- 
system In den Zellkulturraum erfotgt 

igVenA/endung nach einem Oder mehreren der Ansprtiche 1 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Vorgabe des WIrkstofTkonzentrationS'Zeit-VerlaufB 
durch die Permeabilitaten des ersten Membransystems. durch die Dauer der 
Wirkstof^gabe and durch die Wtrkstoffkonzentration geschieht 

20. Verwendungnach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 19, dadurch ge- 

kennzeichnet, dass der Zellkulturbehdlter auf einer Temperatur von 37 "C ge- 
halten wird. 

21. Verwendungnach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 18, dadurch ge- 

kennzeichnet, dass die Zellvitalitat mittels eines Zellvitalitatsferbstoffs Qber- i 
wachtwird. 

22. verwendung nach Anspruch 21. dadurch gekennzeichnet, dass als Zellvitalitats- 

farbstoff alamar Blue* dient. 

23yenA/endung nach einem oder mehreren der AnsprOch' 1 bis 22, dadurch ge- 
kennzeichnet. dass die Zeilvitalltat mit mindestens ein m Sensor Qbeiwacht 
wird. 
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24. Verwenciung nach Anspruch 23» dadurch gekennzeichnet, dass ein Sensor fQr 

Fluoreszenz eingesetzt wird. 
^um in vitro Testen von Wirkstoffen an Zelleri 

25. Vom'chtung^mfassend einen zur Aufnahme einer Zellkultur in einem Zellkul- 
tunmedium geeigneten Zeilkulturbehlilter (1) mtt einem Innenraum (2). wobel im 
Innenraum erste Mittel zurZufQhrung mindestens eines Ndhmiediums'Und 
zwelte Mittel zur ZufOhrung mindestens eines gasf&rmlgen Mediums angeond- 
net sind, wobei die Mittel jeweils eine ZufOhmngsseite und eine AbfOhmngs- 
seite aufweisen. und wobei zwischen besagten Mittein und der Innenwand des 
Innenraums ein Zellkuitun-aum ausgebildet ist, und wobei die ereten Mittel mit 
ihrerZufUhrungsseite Qber eine Ndhrmediendosiereinheit (3) mIt mindestens ei- 
nem Nahrmediumbehdlter (4) in Ruidverbindung stehen, und die zweiten Mittel 
mit ihrer ZufOhrungsseite Qber eine Gasdosiereinheit (5) mit mindestens einem 
Gasvorratsbehaiter (6) in Fluldverblndung stehen, dadurch gekennzeichnet, 
dass der ZellKultun^um ein Volumen von hdchstens 5 ml und mindestens 

0,1 ml hat. dass die Vorrichlung des Weiteren Mittel (7), (8). (9), (9a). (9b) und 
(9c) zur ZufQhrung von mindestens einem Wirkstoff in den ZeUkuItun^um und 
Mittel zum Vorgeben eines Wirkstoffkonzentrations^Zeit-Verlaufs im 
Zellkulturraum enthdIL 

26. Vorrichtung nach Anspruch 25; dadurch gekennzeichnet, dass die ersten Mittel 
mit Ihrer AbfQhrungsselte mil einem Abfiallbehaiter (10) in Ruidverbindung sle- 
hen. 

27. Vorrichlung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die ersten Mittel 
mIt Ihrer AbfQhaingsseite Qber eine Rezirkulaitionsleitung (11) mit dem minde- 
stens einen NShrmedienbehaiter (4) in Ruidverbindung stehen. 

28. Vorrichtung nach einem oder mehreren der AnsprQche 25 bis 27, dadurch ge- 
kennzeichn t, dass di ersten Mittel aus mindestens einer fQr die ZufQhrung 
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flOssiger Ndhrmedien geeigneten Membrgn bestehen. 

29. Vorrichtung nach einem oder mehreren der Anspruche 25 bis 28. dadurch ge> 
kennzeichnet, dass die zweiten MIttel aus mindestens einerfOr den Gasaus- 
tausch geeigneten Membran bestehen. 

30. Vorrichtung nach einem Oder mehreren der AnsprQche 25 k>is 29, dadurch ge- 
Icenn^eichnet, dass der Zeliiculturbehaiter (1) einen Boden und einen Deckei 
aufweist, welche den Innenraum begrenzen, einander gegenOber iiegen und 
aus einem transparenten fVlaterial bestelien. 

31 . Vorrichtung nach Anspruch 30, dadurch gekennzek:hnet, dass im Boden des 
Zelikulturbehaiters (1) ein Heizsystem integriert ist. 

32. Vorrichtung nach einem oder mehreren der AnsprQche 25 bis 31 . dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die mindestens eine l^^embran der ersten i^ittel eine semi- 
permeable Membran oder eine hydrophile mikroporase Membran ist 

33. Vonlchtung nach einem oder mehreren der AnsprUche 25 bis 32, dadurch ge- 
kennzeichnet. dass die mindestens eine Membran der zweiten Mittei eine Oxy- 
genationsmembran ist 

34. Vorrichtung nach einem oder mehreren der AnsprQche 25 bis 33, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Membranen der ersten und der zweiten Mittei iHohlfa- 



sem sind. 



35. 



Vorrichtung nach einem oder mehreren der AnsprQche 25 bis 34. dadurch ge- 
kennzelchnet, dass die Hohlfasem in mehreren l.^gen sohichtf&rmlg Qbereinarv- 
der im Innenraum angeordnet sind. 
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36. Vqrrichtung nach Anspruch 35. dadurch gekennzeichnet. dass der maximale 
Abstand der die jeweiligen MIttei ausbildenden Hohlfasern unterelnander zwl- 
schen SO pm und 600 pm liegt 

37. N/orrichtungnach einem Oder mehreren der Anspitlche 25 bie 36, dadurch ge- 

kennzeichnet. da$s der ZellkulUimaum ein Volumen von 0,3 ml bis 3,0 ml hat 



38. Vonrlchtung nach einem Oder mehreren der AnsprOche 2S bis 37, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die MIttel zur WlrkstoffeufOhrung aus mindestens einem 
Wirkstoffvorralsbehfilter (7), mindestens einer Wfrkstoffdosiereinheit (8) und aus 
einem Leitungssystem (9) besteht, das den mindestens einen Wirkstofivonats- 
behaiter (7) Qber Jewells eine Wirksloflidosiereinheit (8) direkt (Ga) Oder Qber die 
ersten Mtttel (9b) mit dem ZeHkulturraum des Zeilkulturbehdlters (1) verblndeL 

39. Vorrtohtung nach einem Oder mehreren der AnsprOche 25 bis 38, dadurch ge- 
kennselchnei. aass aie Vomcntung ein Mittei zur Obenvachung der Zellvitalliat 
umfafit 



40. Vorrlchtung nach Anspruch 39. dadurch gekennzeichnet, dass das ly/llttel zur 
Obenwachung der Zelivitalitdt aus mindestens einem Sensor bestehen 

41 . Vonichtung nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, dass der Sensor ein 
Fiuoreszenz - Sensor ist. 



42. iviodulares Wfrkstoffjprilfeystem umfassend mindestens 2 Vorrlchtungen gemSU 
Anspruch 25 bis 41. 



43. 



Modulares WirkstoffprOfeystem gemdU Anspruch 42 besteh nd aus 6, 24 oder 
96 Vom'chtungen gemdH den Ansprtlchen 25 bis 41. 



# 
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44. Verwendung der Vorrichtung gemSft einem oder mehreren der Anspruche 25 
bis 41 Oder des modularen Wirkstoffpriifsystems gemafi einem der AnsprQche 
42 Oder 43 zum In vjtro Test der Wirkung von Wlrkstoffen auf Zellen. 

45. Verwendung der Vorrichtung oder des modularen Systems gemSR Anspruch 
44. dadurch gekennzeichnet, dass der ElnfluB einer Pharmakokinetik auf die 
Vitalitdt von Zellen ermittelt wird. 




t 
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(54) TiOe: METHOD FOR THE IN VITRO TESTING OF ACTIVE INGREDIENTS. CORRESPONDING DEVICE AND THEIR USE 
(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUM IN VITRO TESTEN VON WIRKSTOFFEN. VORRICHTUNG UND DEREN VERWENDUNG 
(57) Abstract 

The invention relates to a method for the in vitro testing of active ingredients in cells, which includes at least the followine stens- 
provision of a cell culture dish having an inner chamber and an outer wall as well as a fiist and a second membrane system positioned 
in fte inner chamber, a cell culture chamber being configured between the membrane systems and the inner wall of the inner chamber 
mmxluction of a cell cu ture and a cell culture medium into the cell culture chamber, addition of a liquid nutrient milium to tTSn 
thi^I?i*;^r 'J^T"!" P"^**"^^ f metabolism by means of the first membrane system; delivery of at least one gaseous medium to 
the cell culture chamber by means of the second membrane system; addition of at least one active ingredient into the cell culture chamber 
IndTI^If. nf ^^"T «>"5e"tration-time curve; and monitoring of cell vitality. The invention also relates to a device 

and to the use of said device for testmg the effect of idarubicin on the leukaemic cell line CCRF CEM. 

(57) Zusammenfassung 

fJll^^^"*" "'r^ Wirkstoffen an Zellen umfafit mindestens die Schritte: zur VerfQgung stellen eines 

Zellkulturbehalters mi einem Innenraum und einer Innenwand und mit einem im Innenraum angeordneten e^^n und zwe^n 
^r^'^Slt^"' T"^' T^^.^" Membransystemen und der Innenwand des Innenraums ein Zellkultu^aum ausgeWwS wiTvoriegen 
von sSErteTn ™ Zellkulturraum; ZufOhren eines flUssigen Nahm,ediums in den Zellku^lturraum uS AbS 

I^nl > "^"5^"^" Membransystems; Zuffflhren mindestens eines gasfbrmigen Mediums in den Zellki^toraSS^ 

mittels des zweiten Membransystems; ZufUhren von mindestens einem WirkstofT in den ZellMturraum wo^ Z^ZufZLn^Pmafi^ 

vSuT.i^^f '^"""^r"'"^-^^^"^^^^^ ""^ Oberwachen der Zellvitalitfit. ^^r^n^rti^t^oZTuniZ 

Verwendung besagter Vomchtung zum Test der Wiricung von Idanibicin auf die leukamische ZelUinie CCRF CEM beschrieten 
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V rfahr n zum in vitro Testen von Wirkstoffen, 
Vorrichtung und deren Verwendung 



Aiczo Nobel nv, Arnhem 



Beschreibung: 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Testen von Wirkstoffen an Zellen In vitro, 
eine Vorrichtung und deren Verwendung. 

EIne Testung von Wirkstoffen. wie z.B. Zytostatika, die in der Chemotheraple von 
Krebs venwendet werden, 1st aus vielfaitigen Grunden notwendlg. Dabei 1st zu unter- 
scheiden, ob es sich um einen volllg neuen Wirkstoff fiandelt, Oder urn einen Wlrk- 
stoff, dessen WIrksamkelt berelts grundsStzllch bekannt 1st. Bel einem unbekannten 
Wirkstoff mud zunScfist die grundsatzllche WIrksamkelt z.B. Im Rahmen eines Wlrk- 
stoffscreenlngs, die Dosis und die optimale Applikatlonsfomi, z,B. oral oder Intrave- 
n6s etc. emilttelt werden. Bel berelts bekannten Wirkstoffen werden z.B. mSgllche 
Theraplestrateglen uberprOft und miteinander vergllchen. Eine andere wichtlge Fra- 
gestellung 1st die patientenspezlfische Testung bzw. die patlentenspezlfische Wlr- 
kung einer Substanz bel eInem Indlvlduellen Patienten. FOr jede dieser Fragestellun- 
gen stehen unterschledllche Modellsysteme zur VerfQgung. 

Beim Wirkstoffscreening unbekannter Substanzen wlrd aus ethischen Grunden aus- 
nahmslos nicht am Patienten, sondem mit Tienmodellen in vivo bzw. in vitro mit 
Zellllnlen gearbeltet. TIermodelle zum Screening unbekannter Cytostatlka beruhen 
darauf, daB pro Behandlung des Empfangertleres humane Tumorzellproben In 
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Hohlfadendevices enkapsuliert und in das Empfangertler implantiert werden, wie dies 
in WO 94/25074 und US 5 676 924 beschrieben wird. Diese Vorgehensweise hat 
jedoch ihre Grenzen. da Tiemnodelle naturgemali schlecht zu automatisieren und mit 
einem hohen Aufwand und hohen Kosten verbunden sind. Zunehmend steht auch 
der Tierscliutzgedanke einer Testung in Tiermodellen entgegen. 

Fraglich ist auch die Obertragbarl<eit der Testergebnisse an Versuchstieren, die zu- 
meist Nagetiere sind, auf den Menschen. Eine wesentliche Rolle spielen dabei Stoff- 
wechselunterschiede zwischen Mensch und Tierspezies, die im Tiermodell zu einer 
unterschiedllchen Phannal<okinetil< fQhren. Im Rahmen dieser Erfindung wird unter 
Pharmakokinetik der dynannische Prozefi verstanden. in dem ein Wirkstoff mit unter- 
schiediichen Kinetiken in den Organismus resorblert. d.h. aufgenommen, vertellt, 
metabolisiert, d.h. umgesetzt und wieder ausgeschieden wird. Diese Vorgange las- 
sen sich in vivo nicht unabhangig voneinander quantifizieren, da sie zeitlich Ciberlap- 
pend und in gegenseitiger AbhSngigkeit ablaufen. Im Kompendium Intemistische 
Onkologie, Herausgeber: H.J. Schmoll, K. HSffgen, K. Possinger, Springer Verlag, 
(1996) werden deshalb mathematische Modelle gebraucht, welche die Vertellung ei- 
nes Medikamentes in fiktiven Korpen-aumen bzw. Kompartimenten beschreiben. Da- 
bei wirkt sich neben den Wirkstoffelgenschaften und dem Metabolismus insbesonde- 
re auch die Applikationsform auf die Pharmakokinetik der Substanz aus. Die Phar- 
makokinetik eines Wirkstoffes wird in vivo ubiicherweise durch Messung der Serum- 
konzentration in Abhangigkelt von der Zeit ennittelt. 

Auch die Venvendung von in vitro Modellen zur Testung von Substanzen ist weit 
verbreitet. Dabei wird die Kultivierung von humanen Primarzellen in Monolayer-Kultu- 
ren zur patientenspezifischen Testung bevorzugt, um einen hohen Probendurchsatz 
zu erzieien. Eine derartige Vorgehensweise wird z.B. von G.J.L. Kaspers et al. in 
Blood (1997), Band 90, Nr. 7. Seiten 2723-29 und von R. Pieters in Blood (1990). 
Band 76, Nr. 1 1 , Seiten 76, 2327-36 beschrieben. Der Nachteil der bekannten in vitro 
Verfahren ist, dali die dort venvendeten Mikrotiterpfatten ein dreidimensional s 
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Wachstum derZellen nicht zulassen. Solide Tumore z. B. entwickein unterschiedli- 
che Subpopulationen wahrscheinlich aufgrund von Gradlenten im pH-Wert und der 
NShrstoffversorgung. Diese Gradienten verursachen regionale Variationen der Zell- 
vitalitat, des Metabolismus und der Sensivitat gegenuber einer Behandlung mit Zyto- 
statika. Es gibt Hinweise. dad maligne Zellen in einer dreidimensionalen, gewebe- 
ahnllchen Struktur ein anderes Verhalten gegenQber Zytostatlka aufweisen, als Mo- 
nolayer-Kulturen, wie aus J J. Casciari et al., J. Natl. Cancer Inst. (1994), Band 86, 
Seiten 1846-52 und K.M. Nicholson et al., Ann. Oncology (1996), Band 7, Supple- 
ment 1 , Abstract, hervorgeht. 

Ein weiterer Nachtell der bekannten in vitro Verfahren ist, dali eine im menschlichen 
Organismus ablaufende Pharmakokinetik bisher in vitro nicht realisiert werden kann, 
d.h. nicht durch eine entsprechende in vitro Pharmakokinetik modelliert v»/erden kann. 
Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird jedoch von einer in vitro Pharmakokine- 
tik gesprochen. Darunter soil verstanden werden, daB sich die Wirkstoffkonzentration 
in der Umgebung der Zielzelle in Abhangigkeit von der Zeit in yitro auf gleiche Weise 
andert. wie in der in vivo Umgebung der Zielzelle, wie etwa bei LeukSmien im Semm, 
unabhSngig davon, mit welchen Mittein dieses Ziel en-elcht wird. Primares Kriterium 
sind dabei die Kurvenfomri und der absolute Wert der Wirkstoffkonzentration, wah- 
rend die Zeitachse gegenQber der in vivo Situation gerafft oder gestreckt sein kann. 

Ein dritter Nachteil aller heute bekannten in vitro Verfahren zur Wirkstofftestung be- 
steht darin, daft keine Kombinationstherapie nachgebildet werden kann. Dies ist 
deshalb von entscheidender Bedeutung. well heute nur noch ausnahmsweise mit nur 
einem Cytostatikum. d.h. mit einer Monotherapie behandelt wird, die meisten Thera- 
pien also Kombinationstherapien sind, bei der eine zeitliche Abfolge von verschiede- 
nen Cytostatlka angewendet wird wie aus dem Kompendium Internistische 
Onkologie, Herausgeber H.J. Schmoll, K. Hoffgen, K. Possinger, Springer Verlag, 
(1996) hervorgeht. Bei den Standardverfahren in vitro kann bisher nicht. wie im 
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Organismus, eine einmal in das Assay eingefiihrte Wirksubstanz wieder abgefuhrt 
werden, bevor die nachste Wirksubstanz verabrelcht wird. 

Alle drei genannten Nachteile fuhren dazu, daB derzeit in vitro das Verhalten realer 
Tumore gegenuber Chemotherapie nicht gut simuliert werden kann. Dies fuhrt dazu, 
daR in der Fachwelt gravierende Zweifel am prognostischen Wert der bislang be- 
kannten in vitro Verfahren zum Test von Wirkstoffen an Zellen bestehen. 

Somit besteht ein Bedarf fur ein in vitro Verfahren zum Test von Wirkstoffen an Zel- 
len und fur eine Vorrichtung. die zu besagtem Verfahren verwendet werden kann, 
wodurch die zuvor genannten Nachteile zumlndest wesentlich verringert werden, 

Daher stellt sich die vorliegende Erfindung die Aufgabe, ein in vitro Verfahren zum 
Test von Wirkstoffen an Zellen und eine Vorrichtung zu Verfiigung zu stellen, die zu 
besagtem Verfahren verwendet werden kann, wodurch die zuvor genannten Nach- 
teile zumlndest wesentlich verringert werden und wodurch insbesondere eine Anna- 
herung an die in vivo Pharmakokinetik durch eine entsprechende in vitro Phamakoki- 
netik ermdglicht wird und eine Kombinationstherapie mit verschiedenen Wirkstoffen 
nachgebildet werden kann. 

Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zum in vitro Testen von Wirkstoffen 
an Zellen umfassend mindestens die Schritte 

a) zur Verfugung stellen eines Zellkulturbehalters mit einem Innenraum und einer 
Innenwand und mit einem im Innenraum angeordneten ersten und zweiten 
Membransystem, wobei zwischen den Membransystemen und der Innenwand 
des Innenraums ein Zellkulturraum ausgebildet wird, 

b) Vorlegen einer Zellkultur und eines Zellkulturmediums im Zellkulturraum, 

c) Zufuhren eines flussigen Nahrmediums in den Zellkulturraum und Abfiihren von 
Stoffwechselprodukten mittels des ersten Membransystems, 
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d) Zufuhren mindestens eines gasformigen Mediums in den Zelikulturraum mittels 
des zweiten Membransystems, 

e) Zudosieren von mindestens einem Wirkstoff in den Zelikulturraum. wobei das 
Zudosieren gemSli einem eingestellten Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlauf 
erfolgt und 

f) Oberwachen der Zellvitalitat. 

Unter den zu testenden Wirkstoffen sind im Ralimen der vorliegenden Erfindung sol- 
che Stoffe zu verstehen, deren Wirkung auf die zu untersuchenden Zellen vor dem 
Test nicht oder nicht ausreichend bekannt ist. Hierbei kann es sich auch um gasfor- 
migen Wirkstoffe. wie z.B. Atemgifte Oder andere ggf. toxisch wirkende Gase han- 
deln. Unter den vorstehend definierten Stoffen werden bevorzugt Cytostatika, Anti- 
biotika, Cytokine, Wachstumsfaktoren oder antivirale Agentien eingesetzt. Daruber 
hinaus konnen grundsatzlich alle wie vorstehend definierten Stoffe hinsichtlich ihrer 
Wirkung auf Zellen getestet werden, wenn sich diese Stoffe in geloster Form in den 
Zelikulturraum einbringen lassen. 

Im erfindungsgemaiien Verfahren kSnnen Zellkulturen getestet werden, die bevor- 
zugt aus Primarzellen oder aus Zelllinien bestehen, wobei besonders bevorzugt Tu- 
morzelllinien eingesetzt werden. Das Volumen des Zellkulturraums betragt vorzugs- 
weise zumindest 0,3 ml und hochstens 2,0 ml, besonders bevorzugt liegt es zwi- 
schen 0,5 ml und 1 ,5 ml. Dadurch wird nur eine geringe Menge an Zellmaterial ver- 
braucht. so dass z.B. einem Krebspatienten nur geringe Mengen an Zellen fiir das 
erfindungsgemaHe Verfahren entnommen werden mCissen. 

Das im Innenraum des Zellkulturbehalters befindliche erste Membransystem besteht 
aus mindestens einer semipermeablen Membran, welche zur Zufuhrung eines flussl- 
gen Nahrmediums geeignet Ist, d.h. einen kontinuierlichen Stofftransport durch die 
Membranwand aufgrund diffusiver oder konvektiver Transportmechanismen eriaubt. 
Je nach Erfordemis, d.h. je nachdem, ob ein diffusiver oder konvektiver Stofftrans- 
port des Nahrmediums erforderlich ist, handelt es sich um eine Nanofiltrations-, Ul- 
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trafiltrations- oder Mikrofiltrationsmembran. Z.B. lassen sich Dialysemembranen wie 
etwa Cuprophan® oder hydrophile mikroporose Membranen, wie z.B. mikroporose 
Polyethersulfon-Membranen einsetzen. Das zweite Im Innenraum des Zellkulturbe- 
halters befindliche Membransystem besteht aus mindestens einer Gastransfermem- 
bran, insbesondere einer Oxygenationsmembran, wie sie z.B. als Oxyphan® im Han- 
del erhaltiich ist. Die Membranen des ersten und zweiten Membra nsystems sind be- 
vorzugt Hohlfasermembranen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfmdungsgemaUen Verfahrens wird ein 
Zellkulturbehalter eingesetzt, be! dem das erste und zweite Membransystem aus 
Hohlfasern besteht, die in mehreren Lagen schichtformig ubereinander im Innenraum 
angeordnet sind. 

Das Vorlegen der Zellkultur geschieht in einer bevorzugten Ausfuhrungsform des er- 
flndungsgemalien Verfahrens bei Venwendung eines Zellkulturbehalters mit Deckel 
durch Einstellen der Zelldichte im Zellkulturmedium. Offnen des Deckels des Zellkul- 
turbehalters, Einpipettieren des gewunschten Volumens derZellsuspension in den 
Innenraum des Zellkulturbehalters und VerschlieBen des Zellkulturbehalters mit dem 
Deckel. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemalien Verfahrens 
kann das Vorlegen der Zellkultur uber elne Offnung in der Seitenwand des Innen- 
raums erfolgen, die z.B. mit einem an der AuBenseite des Zellkulturbehalters beflnd- 
lichen AnschluB fur eine Spritze Oder dergleichen versehen ist. 

In einer dritten bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens 
kann das Vorlegen der Zellkultur Qber mindestens ein Septum erfolgen, uber welches 
ein Zugang in den Inneraum des Zellkulturbehalters mSglich ist 



Die Zellen konnen als Suspensionszellen oder als anheftungsbedurftige Zellen vor- 
liegen, wobei Suspensionszellen in der Regel Zellen sind, die aus dem Blut ent- 
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stammen, und anheftungsbedurftige Zellen in der Regel Zellen sind. die dem Korper- 
gewebe entstammen. Letztere konnen entweder ais unzerteilte Gewebestiicke direkt 
in den Innenraum des Zellkulturbehalters vorgelegt werden Oder die GewebestQcke 
werden zuerst vereinzelt und danach wie Suspensionszellen vorgelegt. Fur anhef- 
tungsbedurftige Zellen ist der Innenraum des Zellkulturbehalters vorteilhafterweise 
mit einer Oberflache ausgestattet, an der die Zellen bevorzugt haften. Bevorzugt be- 
steht diese Oberfl§che aus proteinbeschichtetem Polycarbonat Oder aus zusatzlich 
im Innenraum des Zellkulturbehalters eingebrachtem textilen Material aus Polyester. 

Bei Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens enthalt der Zellkulturraum be- 
vorzugt mindestens 1*10^ Zellen pro ml Zellkulturraum, besonders bevorzugt min- 
destens 1 • 10^ Zellen pro ml Zellkulturraum. In einer besonders geeigneten Ausfuh- 
rungsform betragt die Zelldichte im Zellkulturraum mehr als 5 • 10^ Zellen pro ml 
Zellkulturraum. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens werden Suspensionszellen mit einer Zelldichte von mindestens 1 • 10^ Zellen 
pro ml Zellkulturraum eingesetzt. Dadurch wird eine Anndherung an die Zelldichten 
wie im Blut moglich. Auch bei VenA^endung von anheftungsbedurftigen Zellen wird 
das erfmdungsgemaiie Verfahren vorzugsweise bei einer Zelldichte von mindestens 
1 • 10^ Zellen pro ml Zellkulturraum durchgefuhrt, um nach entsprechendem 
Zellwachstum sich den Zelldichten des Korpergewebes anzunahern. 

Vorteilhafterweise hat jede Zelle einen mittleren Abstand von 0 pm bis 600 pm zur 
jeweils nachstgelegenen Membran des ersten und zweiten Membransystems. Da- 
durch werden die Zellen gleichmaHig mit Nahrmedium und Gas versorgt. Gleichzeitig 
werden die Stoffwechselprodukte gleichmaSig wieder abgefuhrt, so dass insgesamt 
ein Zustand in der Zellkultur simuliert wird, der den in vivo VerhSltnissen ahnelt. 

Als flussiges Nahrmedium bzw. als Zellkulturmedium konnen Medien eingesetzt 
werden, wie sie Qblicherweise zur Versorgung von Zellen mit Nahrstoffen bzw. zur 
Zuchtung von Zellen verwendet werden. Bevorzugt wird RPMI 1640 eingesetzt. In 
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einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfmdungsgemalien Verfahrens 
wird ein RPMI 1640 und fotales Kaiberserum enthaltendes Nahrmedium eingesetzt. 

Als gasformiges Medium wird bevorzugt ein Gasgemisch eingesetzt. das einen Sau- 
erstoff-Partialdruck p02 von 0 bis 160 mmHg und einen Kohlendioxid-Partialdruck 
pC02 von 0 bis 1 15 mmHg aufweist. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des er- 
findungsgemalien Verfahrens enthalt das Zelikultumnedium einen Bicarbonatpuffer 
und der pC02 im zugefuhrten gasformigen Medium wird so eingestellt, dass der pH- 
Wert des Zellkulturmediums zwischen 6,8 und 7,8 liegt. 

Die gewunschte Zusammensetzung des gasformigen Mediums kann dadurch einge- 
stellt werden, dass das erfindungsgemaBe Verfahren in einem Raum durchgefuhrt 
wird, worin diese Zusammensetzung herrscht. In diesem Fall erfoigt die Zufuhr des 
gasformigen Mediums uber einen Steril-Filter in das zweite Membransystem. 

Das zweite Membransystem lalit sich mit Vorteil auch zur Entfernung gasfomiiger 
Stoffwechselprodukte einsetzen, wenn es im cross-flow Modus betrieben wird und 
mit einer Gaszufuhrleitung und einer Gasabfuhrleitung verbunden ist. 

In einer vorteilhaften Ausgestaltung des Verfahrens werden einzelne Wirkstoffe 
und/oder Kombinationen mehrerer Wirkstoffe zeitversetzt zudosiert. Somit kann z.B. 
ein einzelner Wirkstoff uber die Zeit verteilt in mehreren aufeinanderfolgenden Dosen 
verabrelcht werden oder es konnen verschiedene einzelne Wirkstoffe zeitversetzt 
dem Zellkulturmedium zudosiert werden. Ebenso kann eine Abfolge von Wirkstoff- 
kombinationen zeitversetzt zudosiert werden, wobei die Wirkstoffkombinationen In ih- 
rer Zusammensetzung gleich bleiben oder variieren konnen. Schliefilich konnen im 
Verfahren der vorliegenden Erfindung auch Einzelwirkstoffe und Wirkstoffkombina- 
tionen der vorstehend beschriebenen Art zeitversetzt zudosiert werden. 



Die Wirkstoffeufuhrung kann direkt oder uber das erste Membransystem, bzw. fur 
den Fall, dass es sich um einen gasformigen Wirkstoff handelt, Ober das zweite 
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Membransystem in den Zellkulturraum erfolgen. Bei der Zufuhrung des Wirkstoffs 
uber das erste Membransystem wird der Wirkstoff in den Nahrmedienstrom einge- 
speist und tritt mit dem Nahrmedium uber die Membranen des ersten Membransy- 
stems In den Zellkulturraum ein. Bei Zufuhrung eines gasformigen Wirkstoffs uber 
das zweite Membransystem wird dieser in das gasformige Medium eingespeist und 
tritt mit dem gasformigen Medium uber die Membranen des zweiten Membransy- 
stems in den Zellkulturraum ein. Dies bedeutet naturlich. dass die Membranen der 
beiden Membransysteme fur den jeweiligen Wirkstoff durchlassig sein mussen. Bei 
Zugabe des Wirkstoffs Qber das erste bzw. zweite Membransystem laflt sich der 
Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlauf beispielswelse durch die Permeabilitat des er- 
sten bzw. zweiten Membransystems, durch die Dauer der Wirkstoffzugabe und durch 
die Wirkstoffkonzentratjon einstelien. Die vorstehend beschriebenen Verfahrenswei- 
sen erlauben also die Simulation verschledenster Pharmakokinetiken von Einzelwirk- 
stoffen und/oder Wirkstoffkomblnationen. Z.B. kann die Wirkstoffeugabe analog einer 
Dauerinfusion rampenformig Oder analog einer intravenosen Verabreichung 
peakformig erfolgen. 

Wahrend des Wirkstofftestes wird der Zellkulturbehalter auf einer fur das Kultivieren 
der Zellen geeigneten Temperatur gehalten, vorzugsweise auf 37 **C. 

Unter Oberwachung der Zellvitalitat wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung die 
Oberwachung der Stoffwechselaktivitat, der Proliferation, der Apoptose oder allge- 
mein des Zelltodes verstanden. 

Zur Oberwachung der Zellvitalitat dient in einer bevorzugten Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemaflen Verfahrens ein Zellvitalitatsfarbstoff. Besonders bevorzugt wird 
alamar Blue®. Diese Substanz kann uber das Nahrmedium und das erste Membran- 
system dem Zellkulturraum zugefuhrt werden. Alamar Blue® dringt durch die Mem- 
branen der Zellen ins Zellinnere und wird dort durch den Zellstoffwechsel in einen 
Fluoreszenzfarbstoff umgewandelt. Daher kann die Menge des solchermal^en gebil- 
deten Fluoreszenzfarbstoffs als Mali fur die Zellvitalitat benutzt werden und mit 
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einem Fluoreszenzsensor entweder on-line Oder nach Probennahme Im Nahrmedlum 
nachgewiesen werden. Von besonderem Vortell 1st, dass eine Probennahme Im Zell- 
kulturraum nicht erforderllch ist, sondern im Flussigkeitsstrom erfolgen kann, der den 
Zellkulturbehalter verlaBt. EIn weiterer Vortell besteht darin, dass tiber das erste 
Membransystem der Zellvitalitatsfarbstoff nicht nur zugefuhrt, sondem auch vollstan- 
dlg wieder abgefQhrt werden kann. wodurch jede Storung der Zellkultur durch den 
Farbstoff korriglerbar und umkehrbar Ist. 

Im erfindungsgemaUen Verfahren kann zur Obenvachung der Zellvitalltat mindestens 
ein Sensor eingesetzt werden, der Infomiationen Qber den Zustand der Zellen llefert. 
Vorzugsweise handelt es sich hierbel um minlaturisierte Sensoren zur Bestlmmung 
der Proliferation, Vitalitat, Apoptose oder allgemein des Zelltodes. Besonders bevor- 
zugt handelt es sIch um einen Sensor far Fluoreszenz. 

Im erfindungsgemalien Verfahren kSnnen zur Prozessuberwachung geelgnete Sen- 
soren eingesetzt werden. Vorzugsweise werden Sensoren zur Oberwachung von 
Temperatur, pH, Partialdruck von Sauerstoff pOa, Oder Kohlendioxid pCOs, Glucose 
Oder Lactat eingesetzt. In einer besonders bevorzugten AusfQhrungsform werden die 
Sensoren In den Innenraum des ZellkulturbehSlters als Mikrosensoren integrlert, wo- 
durch es zu kelnem storenden EInfluB der Sensoren auf die Zellkultur kommt. Auch 
konnen einer oder mehrere der genannten Sensoren im Zellkulturraum Oder im 
Nahrmedium eingesetzt und die Sensorsignale on-line verfolgt werden. So konnen 
belspielswelse pH, pOa, Glucose und Lactat gleichzeltig gemessen werden. An Stelle 
Oder addltionell zur eben beschriebenen on-line Sensorik sind weitere bevorzugte 
analytlsche Methoden im erfindungsgemalien Verfahren Methoden zur Endpunkts- 
bestimmung wie etwa das MTT-Assay (Mitochondriale Reduktion von Tetrazolium- 
farbstoff) oder die Durchfluftcytometrie. 

Die Aufgabe wird des Weiteren durch eine Vorrichtung gelost, die einen zur Auf- 
nahme einer Zellkultur in einem Zellkulturmedlum geeigneten Zellkulturbehalter mit 
einem Innenraum umfaiit, wobei im Innenraum erste Mittel zurZufQhrung mindestens 
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eines Nahrmediums und zweite Mittel zur Zufuhrung mindestens eines gasformigen 
Mediums angeordnet sind, wobei die Mittel Jewells eine Zufuhrungsselte und eine 
Abfuhrungsseite aufweisen, und wobei zwischen besagten Mittein und der Innen- 
wand des Innenraums ein Zelikulturraum ausgebildet ist, und wobei die ersten Mittel 
mit ihrer Zufilhrungsseite uber eine Nahrmediendosiereinheit mit mindestens einem 
Nahmnediumbehalter in Fluidverbindung stehen. und die zweiten Mittel mit ihrer Zu- 
fuhrungsselte uber eine Gasdoslereinheit mit mindestens einem Gasvorratsbehalter 
in Fluidverbindung stehen. und wobei die Vorrichtung dadurch gekennzeichnet ist. 
dass der Zelikulturraum ein Volumen von hochstens 5 ml und mindestens 0,1 ml hat. 
dass die Vorrichtung desweiteren Mittel zur Zufuhrung von mindestens einem Wirk- 
stoff in den Zelikulturraum und Mittel zum Vorgeben eines Wirkstoffkonzentrations- 
Zeit-Verlaufs im Zellkultun^aum enthSlt. 

In einer bevbrzugter Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung stehen 
die ersten Mittel mit ihrer AbfGhrungsseite mit einem Abfalibehalter in Fluidverbin- 
dung. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform stehen die ersten Mittel mit ihrer 
Abfuhrungsseite uber eine Rezirkulationsleitung mit dem mindestens einen Nahrme- 
dienbehaiter in Fluidverbindung. In der Leitung zwischen der Abfuhrungsseite der er- 
sten Mittel und dem Abfalibehalter kann ein Gerat installiert sein. das bestimmte 
StofPwechselprodukte isolieren Oder detektieren kann. 

Die im Innenraum des Zellkulturbehalters befindlichen ersten Mittel bestehen vor- 
zugsweise aus mindestens einer fur die Zufuhrung flussiger Nahrmedien geeigneten 
Membran. 

Die mindestens eine Membran der ersten Mittel besteht bevorzugt aus einer seml- 
permeablen Membran, welche zur Zufuhrung eines flussigen Nahrmediums geeignet 
ist, d.h. einen kontinuierlichen Stofftransport durch die Membranwand aufgrund diffu- 
siver oder konvektiver Transportmechanismen eriaubt. Je nach Erfordernis, d.h. je 
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nachdem, ob ein diffusiver oder konvektiver Stofftransport des Nahrmediums erfor- 
derlich ist, handelt es sich um eine Nanofiltrations-, Ultrafiltrations- oder Mikroflltrati- 
onsmembran. Z.B. lassen sich DIalysemembranen wie etwa Cuprophan® oder hy- 
drophile mikroporose Membranen, wie z.B. mikroporose Polyethersulfon-Membranen 
einsetzen. 

Die tm Innenraum des Zellkulturbehalters befindlichen zweiten Mittel bestehen vor- 
zugsweise aus mindestens einer fur den Gasaustausch geeigneten Membran. 

Die mindestens eine Mennbran der zweiten Mittel bestehen vorzugsweise aus einer 
Oxygenationsmembran. besonders bevorzugt aus mindestens einer Oxyphan® 
Membran. 

Erfindungsgemafl stehen die zweiten Mittel mit einem Gasvorratsbehalter in Fluid- 
verbindung. Hierbel kann der Gasvorratsbehalter aus den Gasraum z.B. eines Brut- 
schranks bestehen und Gasraum und zweite Mittel sind uber einen gasdurchlassigen 
Sterilfilter in Kontakt. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung stehen die zweiten Mittel uber mindestens eine Gasdosiereinheit mit 
mindestens einem unter Gasuberdruck stehenden Gasvorratsbehalter in Fluidverbin- 
dung. Hierdurch lassen sich auf einfache Weise unterschiedliche Konzentrationen 
verschiedener Gaskomponenten einstellen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemalien Vorrichtung sind die 
Membranen der ersten und der zweiten Mittel als Hohlfasern ausgebildet. 

Besonders bevorzugt sind die Hohlfasern in mehreren Lagen schichtformig uberein- 
ander im Innenraum angeordnet. 



In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform liegt der maximale Abstand der die 
jeweiligen Mittel ausbildenden Hohlfasern untereinander zwischen 50 pm und 
600 pm. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform weist der Zellkulturbehaiter einen Boden und 
einen Deckel auf, welche den Innenraum begrenzen. einander gegenGber liegen und 
aus einem transparenten Material bestehen. Die Transparenz von Boden und Deckel 
eriaubt erne mikroskoplsche Beobachtung der Zellen wahrend des Wiri<stofftests. 

In einer besonders bevorzugten AusfQhrungsfonn ist im Boden ein zur Thermostati- 
sierung des ZellkulturbehSlters auf 37 "C geeignetes Heizsystem, z.B. in Form einer 
Heizfolie, integriert, die eine hinreichende Transparenz fUr die beispielsweise mi- 
kroskopische Betrachtung der Zellkultur zuiaiit. 

Der Zellkulturraum hat bevorzugt ein Volumen von 0,3 ml bis 3,0 ml. Der Vorteil die- 
ser Miniaturisierung besteht in einem besonders geringen Verbrauch an Zellen, 
WIrkstoffen, flQssigen und gasfdrmigen Medien. 

Die In der erfindungsgemalien Von-ichtung bevorzugten MIttel zur WirkstoffzufQhrung 
bestehen aus mindestens einem WirkstoffvorratsbehSlter, mindestens einer Wirk- 
stoffdosiereinheit und aus einem Leitungssystem, das den mindestens einen Wirk- 
stoffvorratsbehaiter Ober jeweils eine Wlrkstoffdosiereinheit direkt oder Qber die er- 
sten MIttel mit dem Zellkulturraum des Zellkulturbehalters verbindet. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemalien Vorrichtung bestehen 
die Mittel zum Vorgeben eines Wirkstoff-Konzentrations-Zeitverlaufs im Zellkultur- 
raum in den PermeabilltSten der Membranen der ersten Mittel. 

In einer bevorzugten AusfGhrungsform umfalit die erfindungsgemaBe Vomchtung ein 
Mittel zur Clberwachung der Zellvitalitat. 

Eine besonders bevorzugte AusfGhrungsform der erfindungsgemalien Vorrichtung 
enthait als Mittel zur Oberwachung der Zellvitalitat mindestens einen Sensor, der ge- 
eignet ist, Informationen Qber den Zustand der Zellkultur zu liefern. Vorzugsweise 
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handelt es sich hierbei um miniaturisierte Sensoren zur Bestimmung der Proliferation, 
Vitalitat, Apoptose oder aligemein des Zelltodes. Besonders bevorzugt handelt es 
sich um einen Sensor fur Fluoreszenz. 

Die erfindungsgemaRe Vorrichtung kann zur Prozessuberwachung geeignete Senso- 
ren enthalten, wobei es sich vorzugsweise um Sensoren fur Temperatur, pH, Partial- 
druck von Sauerstoff p02, oder Kohlendioxid pC02, Glucose- oder Lactat handelt, die 
im Innenraum des Zellkulturbehalters angebracht sind. 

Dabei konnen die genannten Sensoren einzein oder in Kombination im Innenraum 
des Zellkulturbehalters angeordnet sein. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe wird des Weiteren durch 
ein modulares Wirkstoffprufsystem gelost. welches mindestens 2 der erfindungsge- 
maRen Vorrichtungen umfaRt. 

Vorzugsweise umfaBt das modulare Wirkstoffprufsystem 6, 24 oder 96 der erfin- 
dungsgemalien Vorrichtungen, welche in geeigneter Weise zu einem modularen 
Aufbau angeordnet sind. 

SchlieRlich wird die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe durch die 
Venvendung der erfindungsgemaUen Vorrichtung oder des erfindungsgemalien 
WirkstoffprQfungssystems zum in vitro Test der Wirkung von WIrkstoffen auf Zellen 
gelost. 

Die erfindungsgemalle Vorrichtung bzw. das erfindungsgemalie modulare Wirkstoff- 
prufsystem laRt sich hervorragend zur Ermittlung des Einflusses der Pharmakokinetik 
auf die Vitalitat von Zellen verwenden. 



Die vorliegende Erfindung wird anhand der nachfolgenden Zeichnungen und des 
Beispiels naher eriautert. Es zeigen in vereinfachter schematischer Darstellung: 
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Figur 1: RuBschema einer erfmdungsgemaiien Vorrichtung, 

Figur 2a: Querschnitt eines modularen Wirkstoffprufsystems mit erfindungsgemaiien 
Vorrichtungen, 

Figur 2b: Querschnitt eines modularen WirkstoffprQfsystems mit drei Qbereinander 
angeordneten Ebenen mit erfindungsgemaden Vorrichtungen und 

Figur 3: Draufsicht auf ein modulares WirkstoffprQfsystem umfassend sechs erfin- 
dungsgemSBe Vorrichtungen. 

Figur 4a: Drei als Profil 1 bis 3 bezeichnete Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlaufe. 

Figur 4b: Darstellung der vitalen Zellen in vier verschiedenen Zellkulturbehaitem wie 
vorgelegt (Inoculum) und wie geerntet (Zellernte). 

Figur 1 zeigt einen Nahmnedienbehalter 4, der Qber eine Leitung 14 und eine Nahr- 
mediendosiereinheit 3 mit der ZufOhrungsseite des im Innenraum 2 des Zellkulturbe- 
haiters 1 enthaltenen ersten Mittel fluidverbunden ist. Die Abfuhrungsseite der im In- 
nenraum 2 des Zellkulturbehalters 1 befmdlichen ersten Mittel ist Qber die Leitung 14 
mit einem Abfalibehaiter 10 fluidverbunden. In der Leitung 14 zwischen der AbfQh- 
rungsseite der ersten Mittel und dem Abfallbehaiter 10 befindet sich ein Gerat 12. 
das bestimmte Stoffwechselprodukte isolieren oder detektieren kann. Die Rezirkula- 
tionsleitung 1 1 ermoglicht ein Zuruckleiten der aus der Abfuhrungsseite der im Innen- 
raum 2 des Zellkulturbehalters 1 befindlichen ersten Mittel abflieRenden FIQssigkeit in 
den Nahrmedienbehalter 4. Ein Wirkstoffvorratsbehaiter 7 ist Qber ein Leitungssy- 
stem 9, eine Wirkstoffdosiereinheit 8 und eine Leitung 9b mit der ZufUhrungsseite der 
Im Innenraum 2 des Zellkulturbehalters 1 befindlichen ersten Mittel fluidverbunden. In 
der eben beschriebenen Konfiguration gelangt ein Wirkstoff Qber die ersten Mittel in 
den Innenraum 2 des Zellkulturbehalters 1 . Das Umschaltelement 9c und die Leitung 




wo 00/53797 PCT/EPOO/02011 

16 



9a ermdglichen eine direkte Fluidverbindung zwischen einem WirkstoffvorratsbehSI- 
ter 7 und dem Innenraum 2 des Zellkulturbehalters 1 . Mindestens ein Gasvorratsbe- 
hSIter 6 ist uber eine Gasdosiereinheit 5 mit der ZufQhrungsseite der im Innenraum 2 
des Zellkulturbehalters 1 beflndlichen zwelten MIttel fluidverbunden, deren Abfuh- 
rungsseite mit einer GasabfQhrleitung 6a verbunden Ist. 

FIgur 2a zeigt Im Querschnitt ein modulares Wirkstoffprufsystem, das in einer Halte- 
rung 13 fixiert ist. Ein Nahrmedienbehalter 4 ist mit einer Nahrmedienleitung 14 Ciber 
eine hier ais Schlauchpumpe ausgefiihrte Nahnnediendosiereinheit 3 mit der ZufQh- 
rungsseite der ersten MIttel la Im Innenraum des Zellkulturbehalters 1 fluidverbun- 
den, wobei die Verbindung zwischen NShrmediendosiereinheit 3 und ZufQhrungs- 
seite der ersten Mittel 1a durch die Leitungen 14 und 9b realisiert sind. Die AbfQh- 
rungsseite der ersten Mittel la im Innenraum des Zellkulturbehalters 1 ist Qber eine 
Leitung 14 mit einem Abfallbehalter 10 fluidverbunden. Jedoch konnen auch die Ab- 
fQhrungsseiten mehrerer der erfindungsgemaflen Vorrichtungen mit einem gemein- 
samen Abfallbehalter verbunden sein. Der Zellkulturbehaiter 1 ist auf einer Grund- 
platte 15 plaziert und darauf mit einem Rastmechanismus befestigt. In der Grund- 
platte 15 integrlert befindet sich eine Helzfolie, die geeignet ist, den Zellkulturbehaiter 
und das Medium kurz vor seinem Eintritt in den Zellkulturbehaiter auf die bendtigte 
Temperatur, bevorzugt auf 37 "C, zu temperieren. Die Heizfolie kann aber auch in 
den Boden des Zellkulturbehalters 1 integriert sein, solange diese Integration eine 
hinreichende Transparenz des Zellkulturbehalterbodens zuiaUt, die fQr eine visuelle 
Oder mikroskopische Beobachtung der Zellkultur von Vorteil ist. Vor und hinter dem 
Zellkulturbehaiter 1 befinden sich Vorrichtungen 16, die fQr eine Probennahme ge- 
eignet sind und beispielsweise als Septum ausgefQhrt sein konnen. Der Wirkstoffvor- 
ratsbehalter 7 ist Qber das Leitungssystem 9, die Wirkstoffdosiereinheit 8 und die 
Leitung 9b mit der ZufQhrungsseite der im Zellkulturbehaiter 1 beflndlichen ersten 
Mittel la verbunden. Die Flussigkeiten fuhrenden Leitungen sind vorzugsweise Sili- 
conschlauche mit einem Innendurchmesser von 1 mm. 
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Figur 2b zelgt Im Querschnitt ein modulares WirkstoffprOfsystem mit drei Qbereinan- 
der angeordneten Ebenen in je einer Halterung 13, die erfindungsgemaUe Vorrich- 
tungen enthalt. Figur 2b verdeutllcht, das mittels der modularen Anordnung der erfin- 
dungsgemaden Vorrichtungen eine Vielzalil dieser Vorrichtungen bereitgestellt wer- 
den kann, wodurch sich eine Vielzahl von in vitro Wirkstofftests gleiclizeitig durchfGh- 
ren \mt 

Figur 3 zeigt in Draufsicht ein modulares Wirkstoffprufsystem in einer Halterung 13, 
die sechs erfindungsgemaBe Vorrichtungen fixiert. Funf dieser Vorrichtungen sind 
identisch mit den in Figur 2a beschrlebenen Vorrichtungen. Die sechste, in Figur 3 
ganz unten eingezeichnete Vorrichtung zeigt eine zur Kombinationstherapie geeig- 
nete Anordnung 17, deren drei WirkstoffvorratsbehSlter 18a, 18b und 18c iiber je- 
weils eigene Wirkstoffpumpen 19a, 19b und 19c mit der ZufOhrungsseite der ersten 
Mittel fluidverbunden sind. Zusammen mit dem Wirkstoffvorratsbehaiter 7 und der 
Wirkstoffdosiereinheit 8 kann somit im Zellkulturbehaiter der untersten erfindungs- 
gemaHen Vorrichtung von Figur 3 eine Kombinationstherapie mit vier Wirkstoffen 
durchgefOhrt werden. 

Die Vorrichtungen des modularen Wirkstoffprufsystems schlieBen NShrmedien, Zell- 
kulturen, Wirkstoffe und die Abfall-LOsungen gegenQber der Audenwelt ab. Alle mit 
Wirkstoff in Kontakt kommenden Telle der Vorrichtung sind bevorzugt als Einmal-Ar- 
tikel ausgefuhrt. Daher kann mittels des bereits enA/ahnten Rastmechanismus jede 
Vorrichtung des modularen Systems einzein aus besagem System entfemt werden, 
ohne dass das Betriebspersonal mit den zum Tell hochtoxischen Wirkstoffen in Be- 
ruhrung kommt. Alle mit Nahmfiedium, Wirkstoff und Zellkultur in Kontakt kommenden 
Telle mOssen sterilislerbar sein. Ein steriler Betrieb der Vorrichtung iiber 10 Tage ist 
nachgewiesen. 

Somit wird deutlich, dass die modulare Anordnung der Vorrichtungen eine sehr 
groBe Zahl von Wirkstofftests mit verschiedenen Pharmakokinetiken und Wirkstoff- 
kombinationen zuiaBt, wozu auch die Moglichkeit des modularen Systems beitrSgt, 
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die Zahl und die Belegung der einzelnen Vorriclitungen in vielfaltiger Weise zu wSh- 
len. Beispielsweise kOnnen Referenzvorrichtungen ohne Wirkstoffzugabe parallel zu 
Vorrichtungen mit Wirkstoffen betrleben werden. Der modulare Aufbau des Systems 
aus einzelnen Vorrichtungen hat gegeniiber den konventionellen Zellkulturgefalien 
(96-Well-. 24-Well und 6-Wellplatten) auch den Vorteil einer individuellen Manipulier- 
barkeit der einzelnen Vomchtungen. Andererseits kann in verschiedenen KanSlen 
auch die glelche Manipulation (gleiche Probe, gleiche Behandlung) durchgefQhrt 
werden (Mehrfachmessungen). 

Ein aus 6 Vorrichtungen bestehendes modulares WirkstoffprQfsystem wiegt weniger 
als 10 kg und kann problemlos von einer Person getragen werden. Wegen der gerin- 
gen Abmessungen kann z.B. ein aus 24 Vorrichtungen bestehendes modulares 
WirkstoffprQfsystem auch in einem handelsublichen COa-lnkubator betrieben werden. 

Zur Systemsteuerung, Probenidentifikation, Datenaufnahme und Datenauswertung 
dient vorzugsweise ein Personal Computer, an dessen Bildschirm die momentan an- 
liegenden MeRwerte verfolgt werden kSnnen. Zudem ist ein Datenvergleich zwischen 
einzelnen Kanalen mQglich. Die Auswertesoftware ist zur Trendanalyse ebenso f§hig 
wie etwa zur Analyse der Differenz zwischen Referenz- und Wirkstoffkanaien. Die 
Ergebnisse kSnnen patientenbezogen ausgewertet und gespeichert werden. 

Das folgende Beisplel zeigt, wie das modulare WirkstoffprQfsystem zur Messung des 
Einflusses der Pharmakokinetik auf die Vitalitat von Zellen verwendet werden kann. 

Beisplel: 

Die leukamische Zelllinie CCRF CEM wird in einer Dichte von 1« 10^ pro ml Zellkul- 
tunnedium (RPM1 1640 und 10 Vol.% fdtales Kalberserum bezogen auf RPMI1640) 
und in einem Volumen von 300 pl in vier ZellkuIturbehSlter eines erfindungsgemafien 
modularen Wiri<stoffprQfsystems aus 4 erfindungsgemaBen Vomchtungen vorgelegt. 
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Das modulare Wirkstoffprufsystem wird in einen Brutschrank eingeschlossen, in dem 
eine Temperatur von 37 "C und ein gasfSrmiges Medium bestehend aus 5 % CO2, 
74 % N2 und 21 % O2 vorliegt. Die Zufulir des eben genannten gasfSrmlgen Mediums 
erfolgt diffusiv iiber Sterilfilter in die zweiten als Oxyphan® ausgebildeten Membran- 
systeme in den Innenraum der Zellkulturbeh§lter 1 bis 4. Als Nahmiedium wird RPMI 
1640 und 10 Vol.% fStales KSIberserum bezogen auf RPMI1640 eingesetzt. Fiir eine 
Zeitdauer von 24 h wird das Nahirmedium mit einer FlufSgeschwindigkeit von 7 ml/min 
rezlrkuliert, wodurch die leukamisctien Zelllinien Ober die als Cuprophan® - Hoiilfa- 
sern ausgebildeten Membranen des ersten Membransystems mit NShrmedium ver- 
sorgt werden. Nach 24 h Rezirkulation wird die Nahrmedienzufuhr unterbrochen und 
das Zytostatikum Idarubicin in drei verschiedenen Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Ver- 
laufen mit einer Fluflgeschwindigkeit des NShrmediums von 0,2 ml pro Minute uber 
die Cuprophan® -Membranen in die jeweiligen Zellkulturbehalter der erfindungsge- 
maHen Vorrichtungen wie im folgenden beschrieben zudosiert: 

Die WIrkstoffkonzentrations-Zeit-Verlaufe sind in Figur 4a) als Profile 1 bis 3 be- 
zeiciinet. 

Profil 1 : Eine Losung von 0,20 pg Idarubicin pro ml des o.g. Zellkulturmediums wird 
in einem Zeitraum von 75 Minuten durch die Cuprophan® - Hohlfasern des Zellkul- 
turbehaiters 1 geleitet. 

Profil 2: Eine Ldsung von 0,50 pg Idarubicin pro ml des o.g. Zellkulturmediums wird 
in einem Zeitraum von 20 Minuten durch die Cuprophan® - Hohlfasern des Zellkul- 
turbehalters 2 geleitet. Anschlieliend wird eine Losung von 0,25 pg Idarubicin pro ml 
des o.g. Zellkulturmediums in einem Zeitraum von 20 Minuten durch die Cuprophan® 
- Hohlfasern des ZellkulturbehSlters 2 geleitet. 
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Profil 3: Eine Losung von 1,00 ^9 Idarubicin pro ml des o.g. Zellkulturmediums wird 
in einem Zeitraum von 15 Minuten durch die Cuprophan® - Hohlfasem des Zellkul- 
turbehSlters 3 geleitet. 

Im den Innenraum des Zelil^ulturbehaiters 4 wird kein Idarubicin zudosiert. Dieser 
Zellkulturbehalter dient als Kontrolle. Die jeweilige Zugabe des Wirkstoffs erfolgte 
dabei dergestalt, dass fQr alle der vorstehend beschriebenen Wirkstoffkonzentra- 
tions-Zeit-Verlaufe die gleiche Flache unter der jeweiligen Kurve (area under curve, 
AUC) resultierte. Nach der Zudosierung des Zytostatlkums wird 1 h lang der Zellkul- 
turbehalter mit frischen Nahnnedium (RPM1 1640 und 10 Vol.% fStales KSIberserum 
bezogen auf RPMI 1640) gespQIt, indem das Nahrmedium mit einer FluBgeschwIn- 
dlgkeit von 0,2 ml/min durch die Membranen des ersten Membransystems und der 
aus den Membranen austretende Flussigkeitsstrom in den jeweiligen AbfallbehSlter 
geleitet wird. Danach wird die Nahrmedienrezirkulation mit einer FluBgeschwindigkeit 
von 7 ml/min wieder aufgenommen. Nach 72 Stunden wird das bisher venwendete 
Nahrmedium durch das gleiche aber frische Nahrmedium ersetzt. Nach 96 h werden 
die Zellen aus den vier ZellkulturbehSltern geemtet und mittels Trypanblau-Farbung 
die Zahl der vltalen Zellen und als Vitalitdt der prozentuale Anteil der Zahl der ge- 
emteten vitalen Zellen an der Gesamtzahl geemteter Zellen gemaR folgender Bezie- 
hung ermittelt: 

Vltalitat = (Zahl der geemteten vitalen Zellen/Gesamtzahl geemteter Zellen)»100(%) 

In Figur 4b ist hinter „lnoculum" die Zahl der in den ZellkulturbehSltem 1 bis 4 vor- 
gelegten vitalen Zellen dargestellt. Da die Zellen in einem Volumen von 300 \il und in 
einer Zelldichte von 1» 10^ pro ml Zellkulturmedium vorgelegt wurden, betragt die 
Zahl der vorgelegten vitalen Zellen in den ZellkulturbehSltem 1 bis 4 30 • 10^. Hinter 
„Zellemte" Ist in Figur 4b die Zahl der vitalen Zellen aufgetragen. die nach der Zell- 
emte erhalten wurden. Man erkennt, dass der Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlauf 
gemau Profil 1 die Zahl der vitalen Zellen am starksten verringerte. 
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Die Vitalitaten der Zellen aus den Zellkulturbehaitem 1 bis 4 wurden mit folgendem 
Ergebnis ermittelt: 

Zelikuiturbeh^lter Vitaiitat 

1 29 % 

2 36 % 

3 47 % 

4 90 % 
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Patentanspruche: 

1. Verfahren zum in vitro Testen von Wirkstoffen an Zellen umfassend mindestens 
die Schritte 

a) zur Verfugung stellen eines Zellkulturbehalters mit einem Innenraum und 
einer Innenwand und mit einem im Innenraum angeordneten ersten und 
zweiten Membransystem, wobei zwischen den Membransystemen und der 
Innenwand des Innenraums ein Zellkulturraum ausgebildet ist, 

b) Vorlegen von Zellen als Zellkultur und eines Zellkultumnediums im Zellkul- 
turraum. 

c) Zufiihren eines flussigen Nahrmediums in den Zellkulturraum und Abfiihren 
von Stoffwechselprodukten aus dem Zellkulturraum mittels des ersten 
Membransystems, 

d) Zufuhren mindestens eines gasfSrmigen Mediums in den Zellkultun-aum 
mittels des zweiten Membransystems, 

e) Zudosieren von mindestens einem Wirkstoff in den Zellkulturraum, wobei 
das Zudosieren gemall einem vorgegebenen Wirkstoffkonzentrations-Zeit- 
Verlauf erfolgt und 

f) Gbenvachen der Zellvitalitat. 
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2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass als Wirkstoffe Cyto- 
statika, Antibiotika, Cytokine, Wachstumsfaktoren oder antivirale Agentien ein- 
gesetzt werden. 

3. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 Oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass ais Zellkultur Primarzellen eingesetzt werden. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass als Zellkultur Tumorzelllinien eingesetzt werden. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 4 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Zellkulturraum ein Voiumen von mindestens 0,1 ml und 
hochstens 5 ml hat. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzelchnet. dass der Zellkulturraum 
ein Voiumen von mindestens 0,3 ml und hochstens 3,0 ml hat. 

7. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zelchnet, dass als erstes Membransystem mindestens eine semipermeable 
Membran oder mindestens eine hydrophlle mikroporose Membran und als 
zweites Membransystem mindestens eine Gastransfermembran eingesetzt 
wird. 

8. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das erste und zweite Membransystem aus Hohlfasern besteht, 
die in mehreren Lagen schichtf6rmig ubereinander angeordnet sind. 

9. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zelchnet, dass ein ZeilkulturbehSlter verwendet wird, der einen abnehmbaren 
Deckel aufweist und das Vorlegen der Zellkultur durch Einstellen der ge- 
wunschten Zelldichte im Zellkulturmedium, Offnen des Deckels des Zellkultur- 
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behaiters, Einpipettieren des gewunschten Volumens der Zellsuspension in den 
Innenraum des Zellkulturbehalters und Verschlielien des Zellkulturbehalters mit 
dem Deckel geschieht. 

10. Verfahren nach einem Oder mehreren der Ansprtiche 1 bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als Zellkulturmedium RPMI 1640 verwendet wird. 

1 1 . Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 10, dadurch ge- 
kennzeichnet. dass mindestens 1*10^ Zellen pro ml Zellkulturraum vorgelegt 
werden. 

12. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 1 1 . dadurch ge- 
kennzeichnet. dass jede Zelle einen mittleren Abstand von 0 pm bis 600 ym zur 
jeweils nachstgelegenen Membran des ersten und zweiten Membransystems 
aufweist. 

13. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass als flussiges NShrmedium RPMI 1640 eingesetzt wird. 

14. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 13, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das gasformige Medium einen pOz von 0 bis 160 mmHg 
und einen pCOa von 0 bis 115 mmHg aufweist. 

15. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 14, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Zellkulturmedium einen Bicarbonatpuffer enthSIt und 
der pC02 im zugefuhrten gasformigen Medium so eingestellt wird. dass der pH- 
Wert des Zellkulturmediums zwischen 6,8 und 7,8 liegt. 



16. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 15. dadurch ge- 
kennzeichnet. dass gasformige Stoffwechselprodukte mittels des zweiten Mem 
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bransystems aus dem Zellkulturraum entfernt werden. 

17. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass einzelne Wirkstoffe und/oder Kombinationen mehrerer 
Wirkstoffe zeitversetzt zudosiert werden. 

18. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 17, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Wirkstoffdosierung direkt oder uber das erste Membran- 
system in den Zellkulturraum erfolgt. 

19. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Vorgabe des Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlaufs 
durch die Permeabilitaten des ersten Membransystems, durch die Dauer der 
Wirkstoffeugabe und durch die Wirkstoffkonzentration geschieht. 

20. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 19, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der ZellkulturbehSiter auf einer Temperatur von 37 ^'C ge- 
halten wird. 

21 . Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Zellvitalitat mittels eines Zellvitalitatsfarbstoffs uber- 
wacht wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet. dass als Zellvitalitats- 
farbstoff alamar Blue® dient. 

23. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Zellvitalitat mit mindestens einem Sensor uberwacht 
wird. 
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24. Verfahren nach Anspruch 23. dadurch gekennzeichnet, dass ein Sensor fur 
Fluoreszenz eingesetrt wird. 

25. Vorrichtung umfassend einen zur Aufnahme einer Zellkultur in einenn Zellkul- 
tunmedium geeigneten Zellkulturbehalter (1) mit einem Innenraum (2), wobei im 
Innenraum erste Mittel zur Zufuhrung mindestens eines Nahrmediums und 
zweite Mittel zur Zufuhrung mindestens eines gasformigen Mediunns angeord- 
net sind, wobei die Mittel jeweils eine Zufiihrungsseite und eine Abfuhrungs- 
seite aufweisen, und wobei zwischen besagten Mittein und der Innenwand des 
Innenraums ein Zellkulturraum ausgebildet ist, und wobei die ersten Mittel mit 
ihrer ZufDhrungsseite uber eine Nahrmediendosiereinheit (3) mit mindestens ei- 
nem Nahrmediumbehalter (4) in Fluidverbindung stehen, und die zweiten Mittel 
mit ihrer Zufuhrungsseite uber eine Gasdosiereinheit (5) mit mindestens einem 
Gasvorratsbehalter (6) in Fluidverbindung stehen. dadurch gekennzeichnet, 
dass der Zellkulturraum ein Volumen von hochstens 5 ml und mindestens 

0.1 ml hat, dass die Vonrichtung des Weiteren Mittel (7), (8), (9), (9a), (9b) und 
(9c) zur ZufOhrung von mindestens einem Wirkstoff in den Zellkulturraum und 
Mittel zum Vorgeben eines Wirkstoffkonzentrations-Zeit-Verlaufs Im 
Zellkulturraum enthSlt. 

26. Vonichtung nach Anspruch 25. dadurch gekennzeichnet. dass die ersten Mittel 
mit ihrer Abfuhrungsseite mit einem Abfallbehalter (10) in Fluidverbindung ste- 
hen. 

27. Vorrichtung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass die ersten Mittel 
mit ihrer Abfuhrungsseite uber eine Rezirkulationsleitung (11) mit dem minde- 
stens einen NShrmedienbehalter (4) in Fluidverbindung stehen. 



28. 



Vorrichtung nach einem Oder mehreren der Anspruche 25 bis 27, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die ersten Mittel aus mindestens einer fur die Zufuhrung 
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flussiger Nahrmedien geeigneten Membran bestehen. 

29. Vorrichtung nach einem Oder mehreren der Anspruche 25 bis 28. dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die zweiten Mittel aus mindestens einer fur den Gasaus- 
tausch geeigneten Membran bestehen. 

30. Vorrichtung nach einem oder mehreren der Anspruche 25 bis 29, dadurch ge- 
kennzeichnet. dass der ZellkulturbehSlter (1) einen Boden und einen Deckel 
aufweist, welche den Innenraum begrenzen, einander gegeniiber liegen und 
aus einem transparenten Material bestehen. 

31 . Vomchtung nach Anspruch 30. dadurch gekennzeichnet. dass im Boden des 
Zellkulturbehaiters (1) ein Heizsystem integriert ist. 

32. Vorrichtung nach einem oder mehreren der AnsprQche 25 bis 31 , dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die mindestens eine Membran der ersten Mittel eine semi- 
permeable Membran oder eine hydrophile mikroporose Membran ist. 

33. Vorrichtung nach einem oder mehreren der Anspruche 25 bis 32. dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die mindestens eine Membran der zweiten Mittel eine Oxy- 
genationsmembran ist. 

34. Von^ichtung nach einem oder mehreren der Anspruche 25 bis 33, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Membranen der ersten und der zweiten Mittel Hohlfa- 
sern sind. 

35. Vonichtung nach einem oder mehreren der Anspruche 25 bis 34, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Hohlfasern in mehreren Lagen schichtf6rmig Qbereinan- 
der im Innenraum angeordnet sind. 
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36. Vorrichtung nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dass der maximale 
Abstand der die jeweiligen Mittel ausbildenden Hohlfasern untereinander zwi- 
schen 50 pm und 600 |jm liegt. 

37. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprQche 25 bis 36, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Zellkultun-aum ein Volumen von 0,3 ml bis 3,0 ml hat. 

38. Von-ichtung nach einem oder mehreren der Anspruche 25 bis 37, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Mittel zur Wirkstoffzufuhrung aus mindestens einem 
Wirkstoffvon-atsbehaiter (7), mindestens einer Wirkstoffdosiereinheit (8) und aus 
einem Leitungssystem (9) besteht, das den mindestens einen Wirkstoffvorrats- 
behalter (7) Qber jeweils eine Wirkstoffdosiereinheit (8) direkt (9a) oder iiber die 
ersten Mittel (9b) mit dem Zellkulturraum des Zellkulturbehalters (1) verbindet. 

39. Vorrichtung nach einem oder mehreren der AnsprQche 25 bis 38, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Vorrichtung ein Mittel zur Oberwachung der Zellvitalitat 
umfa&t. 



40. Vonichtung nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, dass das Mittel zur 
Oberwachung der Zellvitalitat aus mindestens einem Sensor bestehen. 



41 . Vorrichtung nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, dass der Sensor ein 
Fluoreszenz - Sensor ist. 

42. Modulares Wirkstoffprufsystem umfassend mindestens 2 Vomchtungen gemaR 
Anspruch 25 bis 41 . 

43. Modulares Wirkstoffprufsystem gemaB Anspruch 42 bestehend aus 6, 24 oder 
96 Vorrichtungen gem^H den Anspriichen 25 bis 41. 



• 
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44. Verwendung der Vorrichtung gemaB einem Oder mehreren der AnsprQche 25 
bis 41 Oder des modularen WirkstoffprCifsystems gemau einem der Anspriiche 
42 Oder 43 zum In vitro Test der Wirkung von Wirkstoffen auf Zellen. 

45. Verwendung der Vorrichtung oder des modularen Systems gemalJ Anspruch 
44, dadurch gekennzelchnet, dass der EInfluB einer Pharmakoklnetik auf die 
Vitalltat von Zellen ermittelt wird. 
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Method for In-vitro Testing of Active Substances, Device and Its Use 

Claims: 

1 . Method for in-vitro testing of active substances on cells, comprising at 
least the following steps: 

a) providing a cell culture container with an intemal chamber and an 
inside wall and with a first and second membrane system located on the inside wall, 
whereby a cell culture space was formed between the membrane systems and the 
inside wall of the interior chamber; 

b) providing cells as a cell culture and a cell culture medium in a cell 
culture space; 

c) supplying a fluid nutrient medium in the cell culture space and carrying 
away metabolic products from the cell culture space by means of the first membrane 
system; 

d) supplying at least one gaseous medium to the cell culture space by 
means of the second membrane system; 

e) adding at least one active substance to the cell culture space, with the 
addition taking place according to an adjusted active substance concentration-time 
curve; and 

f) monitoring cell vitality. 

2. Method according to Claim 1, characterized in that cytostatics, 
antibiotics, cytokines, growth factors, or antiviral agents were used as the active 
substances. 
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3. Method according to one or more of Claims 1 or 2, characterized in 
that primary cells were used as the cell culture. 

4. Method according to one or more of Claims 1 or 2, characterized in 
that tumor cell lines were used as the cell culture. 

5. Method according to one or more of Claims 1 to 4, characterized in 
that the cell culture chamber has a volume of 0. 1 ml minimum and 5 ml maximum. 

6. Method according to Claim 5, characterized in that the cell culture 
chamber has a minimum volimie of 0.3 ml and a maximum volume of 3.0 ml. 

7. Method according to one or more of Claims 1 to 6, characterized in 
that at least one semipermeable membrane or at least one hydrophilic microporous 
membrane was used as the first membrane system and at least one gas transfer 
membrane was used as the second membrane system. 

8. Method according to one or more of Claims 1 to 7, characterized in 
that the first and the second membrane system consist of hollow fibers stacked in 
multiple layers. 

9. Method according to one or more of Claims 1 to 8, characterized in 
that a cell culture container is used which has a removable lid and the presence of the 
cell culture could be produced by adjusting the desired cell density in the cell culture 
medium, opening the lid of the cell culture container, pipetting the desired volume of 
cell suspension into the cell culture container, and closing the cell culture container 
with the lid. 

10. Method according to one or more of Claims 1 to 9, characterized in the 
fact that RPMI 1640 is used as the cell culture medium. 

11. Method according to one or more of Claims 1 to 10, characterized in 
the fact that at least 1-10^ cells per ml of cell culture space are provided. 
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12. Method according to one or more of Claims 1 to 1 1, characterized in 
that each cell is at an average distance of 0 jim to 600 |am from the closest membrane 
of the first and second membrane systems. 

13. Method according to one or more of Claims 1 to 12, characterized in 
that a fluid nutrient mediimi, RPMI 1640 is used. 

14. Method according to one or more of Claims 1 to 13, characterized in 
that the gaseous medium has a p02 from 0 to 160 mmHg and a pC02 from 0 to 115 
mmHg. 

15. Method according to one or more of Claims 1 to 14, characterized in 
that the cell culture medium contains a bicarbonate buffer and the pC02 in the gaseous 
medium added is adjusted so that the pH value of the cell culture mediimi is between 
6.8 and 7.8. 

16. Method according to one or more of Claims 1 to 15, characterized in 
that gaseous metabolic products are removed by means of the second membrane 
system from the cell culture chamber. 

17. Method according to one or more of Claims 1 to 16, characterized in 
that individual active substances and/or combinations of several active substances are 
added on a time-staggered basis. 

18. Method according to one or several of Claims 1 to 17, characterized in 
that the active substance dosage is added directly or by means of the first membrane 
system to the cell culture chamber. 

19. Method according to one or more of Claims 1 to 18, characterized in 
that the active substance concentration-time curve is created by the permeabilities of 
the first membrane system, by the duration of the active substance administration, and 
by the active substance concentration. 
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20. Method according to one or more of Claims 1 to 19, characterized in 
that the cell culture container is kept at a temperatxire of 37°C, 

21. Method according to one or more of Claims 1 to 18, characterized in 
that the cell vitality is monitored by means of a cell vitality dye. 

22. Method according to Claim 21, characterized in that Alamar Blue® 
serves as a cell vitality dye. 

23. Method according to one or more of Claims 1 to 22, characterized in 
the fact the cell vitality is monitored using at least one sensor. 

24. Method according to Claim 23, characterized in that a fluorescence 
sensor is used. 

25. Device comprising a cell culture container (1) suitable for collecting a 
cell culture in a cell culture medium with an internal chamber (2), with first means for 
supplying at least one nutrient medium and second means for adding at least a gaseous 
medium located in the interior, with the means having a supply sideband a removal 
side, and with a cell culture chamber formed between these means and the inside wall 
of the inside chamber, and with the first means in a fluid connection with the supply 
side connected by a nutrient medium dispensing unit (3) with at least one nutrient 
medixim container (4), and the second means connected in a fluid connection with the 
supply side connected by a gas metering imit (5) with at least one gas supply container 
(6), characterized in that the cell culture chamber has a volume of 5 ml maximum and 
0. 1 ml minimum, that the device of the additional means (7), (8), (9a), (9b), and (9c) 
contains means for supplying at least one active substance to the celr culture chamber 
and means for supplying an active substance concentration-time curve in the cell 
culture chamber. 



25 



THIS PAGE BUNK (uspto) 



26. Device according to Claim 25, characterized in that the first means are 
in a fluid connection with their removal side with a waste container (10). 

27. Device according to Claim 25, characterized in that the first means are 
in a fluid connection with the removal side by a recirculation line (11) with the at least 
one nutrient medium container (4). 

28. Device according to one or more of Claims 25 to 27, characterized in 
that that the first means consists of at least one membrane suitable for supplying liquid 
nutrient medium. 

29. Device according to one or more of Claims 25 to 28, characterized in 
that the second means consist of at least one membrane suitable for gas exchange. 

30. Device according to one or more of Claims 25 to 29, characterized in 
that the cell culture container (1) has a bottom and a lid which bound the interior 
chamber, are opposite one another, and consist of a transparent material, 

3 1 . Device according to Claim 30, characterized in that a heating system is 
integrated into the bottom of cell culture container (1). 

32. Device according to one or several of Claims 25 to 31, characterized in 
that the at least one membrane of the first medium is a semipermeable medium or a 
hydrophilic microporous membrane. 

33. Device according to one or more of Claims 25 to 32, characterized in 
that the at least one membrane of the second medium is an oxygenation membrane. 

34. Device according to one or more of Claims 25 to 33, characterized in 
that the membranes of the first and second mediimi are hollow fibers. 

35. Device according to one or more of Claims 25 to 34, characterized in 
that the hollow fibers are located in the interior chamber in several layers on top of 
one another. 
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36. Device according to Claim 35, characterized in that the distance of the 
hollow fibers forming the individual means are stacked between 50 im and 600 im 
apart. 

37. Method according to one or more of Claims 25 to 36, characterized in 
that the cell culture chamber has a volume of 0.3 ml to 3.0 ml. 

38. Device according to one or more o£Claims 25 to 37, .characterized in 
that the means for adding the active substance consist of at least one active substance 
supply container (7), at least one active substance metering device (8), and a system of 
lines (9) which connects the at least one active substance supply container (7) through 
an active substance metering unit (8) directly (9a) or by first medium (9b) with the cell 
culture chamber of cell culture container (1). 

39. Device according to one or more of Claims 25 to 38, characterized in 
that the device has a means for monitoring cell vitality. 

40. Device according to Claim 39, characterized in that the. means for 
monitoring cell vitality consists of at least one sensor. 

41. Device according to Claim 40, characterized in that the sensor is a 
fluorescence sensor. 

42. Modular active substance testing system comprising at least two 
devices according to Claims 25 to 41. 

43. Modular active substance testing system according to Claim 42, 
consisting of 6, 24, or 96 devices according to Claims 25 to 41. 

44. Use of the device according to one or more of Claims 25 to 41 or of the 
modular active substance testing system according to one of Claims 42 or 43 for in- 
vitro testing of the effect of active substances on cells. 
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45. Use of the device or of the modular system according to Claim 44, 
characterized in that the influence of pharmacokinetics on cell vitality of is 
determined. 
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